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Lors de nos recherches précédentes [1, 2, 3, 4, 5, 6] sur l’acti- 
vité phagocytaire (1) du systéme réticulo-endothélial (S. R. E.) 
chez les diverses espéces animales, nous avons établi un certain 
nombre de facteurs qui régissent cette fonction et qui semblent 
étre d’ordre général. Les lois établies ont été vérifiées aussi bien 
pour des suspensions colloidales stabilisées de carbone que pour 
celles de saccharate d’oxyde de fer [7]. 

Ces caractéristiques fondamentales sont les suivantes [3] : 

La disparition des particules du courant circulatoire suit une 
fonction exponentielle qui peut étre exprimée par |’équation sui- 
vante : 

Log C, — Log C, 


TT, K 


(*) Manuscrit recu le 20 juillet 1955. 

(1) Au cours de ce travail nous avons employé indifféremment les 
termes phagocytose et granulopexie, nous référant par ces mots 4 une 
méme fonction cellulaire. 
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C, et C, = concentration sanguine des particules respecti- 
vement aux temps T, et T,. : . 

Nous avons appelé index granulopexique la constante Ik qui 
exprime la vitesse de l’épuration sanguine des particules. 

‘La valeur de l’index granulopexique K est inversement propor- 
tionnelle 4 la dose de particules injectées comme le montre 
léquation suivante : 

K x D=constante 


K = index granulopexique, 

D = quantité de particules injectées. 

Si on injecte a l’animal successivement plusieurs fois la méme 
dose de particules dés que l’épuration de la dose précédente est 
accomplie [8], on constate que l’index granulopexique K décroit 
progressivement lors de l’épuration de la dose subséquente. I 
existe donc une saturation relative du pouvoir granulopexique du 
S. R. E. qui se traduit par une diminution de l’activité phago- 
cytaire du fait de la prise antérieure de particules de méme 
nature. 

Chez le rat [8] et la souris [6], pour une méme dose de par- 
ticules, l’index granulopexique K varie en raison directe du cube 
du poids du foie et de la rate rapporté au poids du corps de 
Vanimal. On sait en effet que ce sont avant tout le foie et la rate 
qui contiennent les cellules du S. R. E. intervenant essentielle- 
ment dans le mécanisme de la phagocytose des particules injec- 
tées par vole intraveineuse. 


HO oe 
Po: VK = constante 

Pc = poids du corps, 

Po = poids des organes, foie + rate. 

‘La valeur de cette constante que nous avons désignée par la 

lettre a exprime l’activité granulopexique du S. R. E. indépen- 
damment des variations de la taille des organes. Nous avons 
appelé la conslante « index granulopexique corrigé. 
_ Au cours d’autres expériences, nous avons observé que l’injec- 
tion intraveineuse de sérum chauffé a 60° ralentissait l’épuration 
des, parlicules de carbone injectées en méme temps. Ceci nous 
conduit 4 penser qu’il se forme dans le sérum chauffé des sub- 
stances suscepltibles d’étre phagocytées par les cellules du S. R. E. 
Il est connu, depuis les travaux de van der Scheer et coll. [8], 
qu’en chauffant un sérum a 60° il se forme des agrégats macro- 
moléculaires constitués par lunion des albumines ct des globu- 
lines. Cette fraction albumino-globulinique présente, d’apres ces 
auteurs, des caractéres d’homogénéité, vérifiés par les méthodes 
d’électrophorése et d’ultracentrifugation. 
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Nos recherches montrent que l’action compétitive sur la phago- 
cytose du S.R.E., du sérum chauffé, que nous venons de 
signaler, doit étre attribuée précisément a ce complexe. 

Dans le présent travail nous allons exposer les modalités de 
la phagocytose du complexe albumino-globulinique, par les 
cellules du S. R. E. chez le rat et le lapin, en utilisant le 1911 fixé 
sur ce complexe comme traceur. Dans un deuxiéme groupe de 
recherches, nous avons étudié les modifications provoquées par 
Vadministration du complexe albumino-globulinique, aussi bien 
esd qu’hétérologue, sur la phagocytose des particules de 
carbone. 


EruDE EXPERIMENTALE. 


ETUDE DE LA FIXATION DANS LE S. R. E. DE LA FRACTION DU SERUM 
DE LAPIN CHAUFFE A 60° ET MARQUE AU 7°51] CHEZ LE RAT ET LE 
LAPIN. — Technique. — Préparation du complexe albumino- 
globulinique (C. A.G.) du sérum de lapin chauffé: le sérum 
frais de lapin normal est chauffé a 60° pendant trente minutes. 
Aprés refroidissement, le pH du sérum est amené a 6 avec du 
HCl N/10. Le sérum est ensuite dialysé contre de l’eau distillée 
pendant douze a vingt-quatre heures. Le précipité formé est 
recueilli par centrifugation et lavé a leau distillée jusqu’a ce 
que le surnageant ne donne plus de trouble par addition d’acide 
trichloracétique. Le précipité est dissous dans un volume de 
sérum physiologique égal a la quantité de sérum de départ en 
ajoutant NaOH N/10 jusqu’a pH 7,6. La solution ainsi obtenue 
est gardée a la glaciére avec du merthiolate 1 4 5 000. 

La quantité de protéines contenue dans la préparation est dosée 
par la méthode pondérale, aprés précipitation avec acide trichlor- 
acétique 20 p. 100, lavage 4 l’eau, a l’acétone et séchage a l’étuve 
jusqu’a poids constant. 


METHODE DE MARQUAGE DU C. A. G. au 131J. — Composition des 
solutions utilisées : 

a) Deux millicuries de radio-iode (0,5 4 1 ml) ; 

b) KI, : solution aqueuse, 0,94 M en I, et 1,33 M en KI; 

c) Tampon carbonate, pH : 10. 

d) Solutions de dialyse a titre décroissant en iodure de potas- 
sium, 27,5 g/l, 14 g/l, 7 g/l. 

On ajoute a la solution de radio-iode 0,5 ml de KI, et on laisse 
reposer pendant douze heures. A cette solution on ajoute 10 ml 
de la fraction du sérum chauffé de lapin et 5 ml de tampon au 
carbonate. La solution ainsi obtenue est laissée 4 la glaciére pen- 
dant six heures en agitant toutes les heures. Ensuite la solution 
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est dialysée toujours a la glaciére d’aprés la méthode suivante : 


A heures CONE s\wlitresde lk lat are iano micne mein = eae 27,5 g/l 
2 heures contre 1 litre de Kl. ........-+-+-.-. 14 g/l 
42 heures contre 4 lilrede KI. ...... . Plast Sell 
2 heuresucontrertlitres de Kleen ete ein nee 7 g/l 
2 heures contre 4 litrede NaCl, -.-.-..-+..-. cae RES 
3 heures contre i litre de NaCl... ......-. ee ah 
3 heures contre 1 lite de NaCl... ..-.....----: 9 g/l 
42 heures contre 1 litre de NaCl. .....-.-+-.+.-. 9 g/l 


Apres dialyse, le pH de la solution est porté a 7,4 avec NaOH. 

Les dosages de la radioactivité dans la fraction protéinique 
iodée et dans le liquide de dialyse effectués au cours des expé- 
riences nous ont permis de constater que Viode était lié a ia 
protéine d’une facon stable et la quantité trouvée dans le liquide 
de dialyse a toujours été négligeable par rapport a celle lée a la 
protéine. 

La fraction albumino-globulinique marquée au **"I ainsi obtenue, 
diluée 1 4 5 dans du sérum physiologique, a été injectée par vole 
intraveineuse a l’animal en doses variables exprimées en milli- 
litre de la préparation non diluée par 100 g du poids de l’animal. 


METHODE DE DOSAGE DU COMPLEXE ALBUMINO-GLOBULINIQUE MARQUE 
Au 38! DANS LE SANG ET DANS LES ORGANES. — a) Dosage dans le 
sang. -— Dans le sang le **"I a été dosé par son rayonnement £, 
au compteur de Geiger Miller. 

‘Le sang a été prélevé par ponction du plexus veineux rétro- 
orbital chez le rat et par ponction de l’artére centrale de |’oreille 
chez le lapin, a des temps variables aprés l’injection de la pro- 
téine marquée au *°7]. 

A chaque prélévement une quantité de sang exactement 
mesurée de 0,05 ml a été réguliérement distribuée sur un disque 
de papier filtre de 2 cm de diamétre. On laisse sécher les disques 
a la température du laboratoire et on mesure le rayonnement p 
directement au compteur de Geiger-Miller. 

Avec la méme technique on dose la radio-activité de la protéine 
marquée au **1I avant injection 4 l’animal. 

b) Dosage dans les organes. — Dans les organes, le '*I a été 
dosé par son rayonnement y au compteur 4a scintillation. La 
nature pénétrante des rayonnements y nous a permis de faire ces 
dosages directement sur les organes prélevés a l’animal apres 
I’élimination totale du sang de la protéine marquée au ™2]. A cet 
effet, des sections d’organes sensiblement de méme_ épaisseur 
élaient pesées et le rayonnement y déterminé directement au 
compteur a scintillation ; pour les organes de petite taille comme 


la rate, la thyroide et le rein chez le rat, le dosage a été fait sur 
l’organe entier. 
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L’émission du rayonnement y de la protéine marquée au 11] 
a été dosée directement au compteur a scintillation en placant un 
volume connu de la protéine dans une cuve en verre. 

Pendant toutes les mesures du rayonnement y les échantillons 
ont été placés 4 la méme distance du tube 4 scintillation. 


Résu.rats. — Cinétique de l’épuration sanguine du C. A. G. 
de lapin marqué au I. — Rar: Dans la figure 1 sont rap- 
portées les courbes de |’épuration sanguine du C. A. G. }I pour 
les doses de 0,05, 0,10, 0,20 et 0,30 ml pour 100 g. Les 


NGUINE 


aS 


05 


LOG, DU% DE LA RADIOACTIVITE SA 


246 10 20 30 = MINUTES 50 
Fic. 1. — Epuration sanguine chez le rat du C. A. G. de lapin marqué 4a l’iode 131 
2) 0,05 ml pour 100 g; b) 0,10 ml pour 100 g; c) 0,20 ml 


pour les doses de : 
pour 100 g; d) 0,30 ml pour 100 g. 


résultats sont exprimés comme moyenne des observations en 
posant en ordonnée le logarithme du pourcentage dans le sang 
de la quantité de radio-activité injectée, et en abscisse les temps 
de prélévement sanguin aprés l’injection. Le pourcentage a été 
calculé par rapport au nombre de coups/minute extrapolé au 
temps.0 a l’aide d'une représentation semi-logarithmique des 
coups/minute par rapport au temps. Les résultats exprimés dans 
la figure 1 montrent que, pour toutes les doses étudiées, |’élimi- 
nation du C. A. G. *"I est représentée par une droite, ce qui 
indique que l’épuration du produit injecté se fait suivant une 
fonction exponentielle par rapport au temps. Cela nous a permis 
également de calculer la masse sanguine de l’animal, ayant 
mesuré préalablement la radio-activité du C. A. G. 1811 injecté. 

L’index granulopexique K calculé pour chaque dose d’aprés la 
formule précédemment exposée est inscrit sur la figure 1. Les 
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valeurs numériques de l’index K qui expriment la cinétique de 
l’épuration sanguine sont d’autant plus grandes que la quantite 
du C. A. G. 3811 injectée est plus faible. 

La valeur de la masse sanguine calculée dans chaque groupe 
de rats injectés avec les différentes doses a varié entre 7 et 8,3 ml 
pour 100 g; la valeur moyenne est de 7,8 ml pour 100 g. 


(Lapin : Dans la figure 2 sont représentées les courbes d’élimi- 
nation du C. A. G. *"I pour des doses de 0,05 ml et 0,1 ml pour 
100 g de poids de l’animal. Les résultats sont exprimés de !a 
méme maniére que ceux représentés sur la figure 1. On peut 
constater que, chez le lapin, l’épuration sanguine du produit 


214562210 


LOG. DU% DE LA RADIOACTIVITE SANGUINE 


20 30 
MINUTES 


Fic. 2. — Epuration sanguine chez le lapin du C. A. G. de lapin marqué & Viode 131 
pour les doses de : a) 0,10 ml pour 100 ¢; b) 0,05 ml pour 100 g. 


injecté se fait suivant une fonction exponentielle par rapport au 
temps, et que la valeur de l’index granulopexique K dépend étroi- 
tement de la quantité de C. A. G. I injectée. 

La valeur de la masse sanguine calculée pour les deux doses 
injectées a élé respectivement de 5,3 et 6,1 ml pour 100 g. 

Les variations de l’index K par rapport a la dose de C. A. G. 3321 
injectée ont été représentées dans la figure 3 pour le rat et pour 
le lapin. En portant en ordonnée l’index K et en abscisse la dose 
du produit iodé injecté, on constate que les valeurs expérimen- 
tales pour les deux espéces animales se rapprochent d’une hyper- 
bole équilatére, ce qui montre que le produit de la valeur de 
Kx D est une constante. Les courbes sont tracées d’aprés la 
ae moyenne de la constante K.D pour chaque espéce animale 
étudiée. 
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Distribution dans les organes du C. A. G. ™1I chez le rat et le 
lapin. -— Dans le tableau I sont rapportées les valeurs indiquant 
la distribution dans les organes du C. A. G. iodé pour les diffé- 
rentes doses étudiées chez le rat. 

Les résultats reportés sur le tableau I font ressortir que le 
pourcentage total de la radioactivité des organes, ainsi que le 


0,050 


0,025 


005 0/0 0,20 030mi. 7) 


Fic. 3. — Variation de l’index granulopexique K en fonction de la dose de C. A. G. 
de lapin, marqué a Viode 131, injectée chez le rat et chez le lapin. 


pourcentage de la radioactivité du foie décroissent légérement 
pour les doses plus fortes, tandis que le pourcentage de radio- 
activité de la rate s’accroit avec la dose de C. A. G. injectée. Pour 
les autres organes, seuls le poumon et le rein manifestent une 
minime radioactivité pour la dose la plus élevée de C. A. G. iodé. 


TasLeau I. 


Poids 
des organes 


Dose de en g/100° g de Pourcentage de la radioactivité injectée, 
C.A.G. iodé} poids du corps retrouvé dans les organes 
injecté 


608 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


La localisation du C. A.G. ™I dans les organes rapportce 
dans le tableau I n’est obtenue que lorsque les organes ont été 
prélevés, pour le dosage de la radioactivité, dés que la substance 
iodée a complétement disparu de la circulation. 

Si on dose dans les organes le ?°*I quarante-huit heures apres 
V’injection du C. A. G. J, on s’apercoit qu’il y a eu un dépla- 
cement de 3°4I dans l’organisme, comme le montre le tableau II. 


TaBLEAu II. 


Pourcentarse de la radioactivité injectée, 
retrouvé dans les organes 48 heures aprés 
1l' injection 


Tasieav III. 


7 
Poids des |! Pourcentage de la radioactivité injectée, 
organes !! retrouvé dans les organes 


Dose du 
C.A-G. iodé 

injectée 
en ml 2g 


Dans le tableau HII sont rapportées les valeurs indiquant la 
distribution dans les organes du C. A.G. iodé pour les deux 
doses étudiées chez le lapin aprés la disparition du C. A. G. iodé 
de la circulation. 

Chez le lapin comme chez le rat la quasi-totalité de la radio- 
activité est accumulée par le foie et la rate. 


Cinétique de l’épuration sanguine du C. A. G. 41 aprés injec- 
ttons répétées chez le rat. — Dans la figure 4 sont représentées 
les courbes d’élimination et la valeur de index K pour la dose 
de 0,10 ml pour 100 g de C.A.G. iodé répétée quatre fois. 
L’injection suivante a été faite lorsque I’épuration du sang 
de la dose précédente était presque complete. 

Ces résultats suggérent qu’un phénoméne de saturation rela- 
tive du pouvoir phagocytaire du S. R. E. s’établit a la suite de 
la fixation de cette substance par les cellules. 
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ETUDE DE L’EFFET COMPETITIF pu C,A.G. NON IoD SUR LA 
PHAGOCYTOSE DU MEME PRODUIT IODE PAR LES CELLULES bu S. R. E. 
— Pour établir si la fixation de l’iode sur le C.A.G. avait 
modifié la fagon dont ce produit était phagocyté par les cellules 
du S.R.E., nous avons étudié la cinétique de l’épuration du 
©. A. G, iodé et marqué au ™?I dilué soit dans du sérum physio- 


! OE SANQ , 


Joos 


LOG. C.RM 
ae 5 
(Sa) 


24 6 


40 20 
MINUTES 


Fic. 4. — Epuration sanguine chez le rat de doses consécutives 
de 0,10 ml de C, A. G. de lapin marqué a Viode 131. 


logique, soit dans du C. A. G. non iodé. Nous avons représenté 
ces résultats dans le tableau IV. 
Les résultats présentés montrent que la valeur de l’index K 


TaBLeAu IV. 


Index 
Granulopexique 
K 


Dose ce C.A.G. 
iodé injectése 
ml % eg 


Delorean 1] Gel. S cles + 


Sérum physiologique 


C.A.G. non iodé 


Sérum physiologique 


CoAsG.° non iodé 
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pour une méme dose de C. A. G. iodé ne varie pas si le produit 
est dilué dans du sérum physiologique ou dans du C. A. G. non 
iodé. 

Des résultats analogues ont été obtenus par une technique 
différente : 

On a établi chez le rat l’index granulopexique pour une dose 
de 0,20 ml pour 100 g de C.A.G. iodé dans les dix minutes 
qui suivent Vinjection du produit. A la dixiéme minute on 
a injecté dans la veine la dose de 0,80 ml pour 100 g de C. A. G. 
non iodé et on a continué l’étude de l’épuration du C. A. G. iodé 
du sang. L’index granulopexique, qui était de 0,030 avant l’injec- 
tion du C. A. G. non iodé, n’a pas changé aprés cette injection. 

Ces résultats montrent clairement qu’il n’y a pas compétition 
entre le C. A. G. non iodé et le C. A. G. iodé quant a |’élimina- 
tion du sang du produit iodé. Reste néanmoins le fait que l’admi- 
nistration du C. A. G. non iodé interfére avec la phagocytose des 
particules de carbone par les cellules du S. R.E.; on peut en 
conclure que le C.A.G. iodé est phagocyté préférentiellement 
au méme produit non iodé. 


INFLUENCE DU C. A. G. SUR LA PHAGOCYTOSE PAR LE S. R. E. pes 
PARTICULES DE CARBONE. — Nous avons étudié l’influence de 
Vinjection de C. A. G. homologue ou hétérologue sur la fonction 
phagocytaire des cellules du S. R. E. & Végard d’une suspension 
colloidale de particules de carbone chez le rat et la souris. 


TEecuHNIguE. — L’expérimentation a porté sur des rats et des 
souris de souche sélectionnée. Les rats pesaient 125 + 25 @ et 
les souris 20-+ 4 g. Le C. A. G. a été préparé a partir du sérum 
normal de lapin et de rat suivant la technique préalablement 
décrite. La fonction granulopexique a été étudiée a l’aide de la 
suspension colloidale de carbone C.11/1431 a Gunther Wagner ; 
la dose de carbone injectée a été de 8 mg pour 100 g chez le rat 
et 16 mg pour 100 g chez la souris. Nous avons mesuré l’épura- 
tion sanguine des particules de carbone et déterminé avec les 
techniques décrites dans nos précédents travaux [3, 6] V’index 
granulopexique K, l’index granulopexique corrigé «, le rapport 
du poids du corps sur les poids des organes Pc/Po a des temps 
variables aprés l’injection intraveineuse d’une ou de plusieurs 
doses de C. A. G. homologue ou hétérologue et de sérum normal. 


_ R&ésutrars. — Action du sérum normal et du C. A. G. de lapin 
injeclés en cours d’élimination des particules de carbone. — La 
figure 5 représente les effets de l’injection intraveineuse de 13 me 
pour 100 g de ©. A. G. préparé a partir du sérum de lapin sur 
la cinétique de l’épuration sanguine d’une dose de 16 mg de 
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carbone pour 100 g chez le rat. L’injection du C.A.G. a été 
faite 4 la quinziéme minute aprés l’injection de la suspension de 
carbone. 

L’index granulopexique K qui avant V’injection du C. A. G. 
était de 0,019 s’abaisse 4 0,007 aprés cette injection. 

Des expériences identiques réalisées avec des quantités équi- 
valentes de sérum normal de lapin injectées dans les mémes 
conditions montrent l’absence de toute action du sérum sur l’index 
granulopexique. 

Cela montre que les particules du C. A. G. injectées par voie 


y%mi 


RS) 


K.0019 


NN 


— 


LOG CONC DU CARBONE DANS LE SANG m 


20 40 60 80 100 
MINUTES 
Fic. 5. — Modification de la cinétique de I’épuration d’une dose de 16 mg de 


carbone pour 100 g chez le rat par l’injection en cours d’expérience de 13 mg 
de C. A. G. de lapin. 


intraveineuse chez le rat exercent un effet compétitif sur la fixation 
des particules de carbone par les cellules du S. R. E. 

Action d’une injection intraveineuse unique de C.A.G. ou de 
sérum normal homologue ou hétérologue sur l’activité granulo- 
pexique du S.R.E. envers les particules de carbone. — Pour 
étudier l’action compétitive du C.A.G. sur la phagocytose des 
particules de carbone, nous avons injecté dans la veine a des 
groupes de rats une dose de 37 mg pour 100 g de C.A.G. 
préparé a partir du sérum de lapin et une dose de 85 mg 
pour 100 g de C.A.G. préparé a partir de sérum de rat. 
D’autres groupes de rats ont été injectés avec une dose corres- 
pondante de sérum normal de rat ou de lapin. Dix minutes aprés 
l’injection de ces substances nous avons administré une dose de 
carbone de 8 mg pour 100 g et nous avons déterminé, pour le 
carbone, lindex granulopexique K, l’index granulopexique cor- 
rigé a et le rapport Pc/Po. 
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Dans le tableau V nous rapportons les valeurs moyennes 
obtenues dans chaque groupe de rats ainsi que celles d’un groupe 
de rats témoins. Pour ces derniers on a Gétabli la déviation 


standard. 
TaBLEAU V. 


Dose de carbone de 8 mg % eB 


Substance Dose 
injectée injectée K e Pe/Po 
Sih ti pe| Pts As [| AN eal ate 
14.6. au sérum o mg he 0,011 3,9 17,8 
Sérum normal ai pe 4 i : 0,042 5,9 7 
Sérun normal ne a P er? 0,039 6 Ut t 
fieecs Se Ui | math 0,035 = 0007161 = ©, 574) 10,55. teen 


Les résultats présentés montrent que Vinjection du C. A. G. 
homologue ou hétérologue injecté a animal dix minutes avant 
la suspension de carbone provoque une nette diminution de l’index 
granulopexique K et de l’index granulopexique corrigé a, alors 
que le rapport Pc/Po n’est pas modifié. Par contre, injection 
d’une quantité correspondante de sérum normal de rat et de lapin 
ne provoque pas de variations significatives des mémes index. 

Pour établir la durée du ralentissement de l’activité granulo- 
pexique du S. R. E. provoquée par linjection de C. A. G., nous 
avons déterminé 4 des temps variables aprés injection intravei- 
neuse de 37 mg pour 100 g de C. A. G. de lapin, index granu- 
lopexique K, Vindex granulopexique corrigé a, ainsi que le 
rapport Pc/Po pour la dose de carbone de 8 mg pour 100 g. 

Dans la figure 6 sont rapportées les moyennes de ces valeurs 
pour des temps compris entre dix minutes et vingt-quatre heures 
a partir de Vinjection du C. A. G., par rapport aux valeurs des 
mémes index établies chez un groupe de rats témoins et repré- 
sentés au temps 0. 

A lexamen des résultats on observe que le ralentissement de 
index K et de l’index corrigé a, provoqué par linjection de cette 
dose de C. A. G., est de courte durée. Deux heures aprés l’injec- 
tion les valeurs sont revenues 4 la normale. Il est & remarquer 
que dans les heures qui suivent on observe une augmentation 
significative des valeurs de K et d’a qui persistent: encore vingt- 


quatre heures apres. Dans ces expériences le rapport Pc/Po n’a 
pas varié sensiblement. 
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Action des injections intraveineuses répétées de C. A. G. homo- 
logue et hétérologue et de sérum normal de lapin sur I activité 
granulopexique du S. R. E. a Végard des particules de carbone. — 
L’observation de l’accroissement de l’activité phagocytaire plu- 
sieurs heures aprés une injection intraveineuse unique de C. A. G. 
nous a amenés a étudier l’effet des injections répétées de C. A. G. 
sur l’activité granulopexique du S. R. E. Dans ce but nous avons 
pratiqué chez un groupe de rats des injections répétées de C. A. G. 
isolé du sérum de lapin. Les rats ont été injectés avec 87 mg 


07 2 6 12 24 
HEURES 


Fic. 6, — Variations de l’index phagocytaire K et de l’index corrigé a pour la 
dose de 8 mg de carbone pour 100 g chez le rat dans les heures qui suivent 
Vinjection de 37 mg de C. A. G. de lapin. Les lignes pointillées indiquent les 
limites de la variation standard chez les animaux témoins. 


pour 100 g de C. A. G. deux fois par jour pendant deux jours, 
le troisiéme jour, ils ont recu une unique injection de 74 mg pour 
100 g. A des temps de un, deux, quatre et six jours aprés la 
derniére injection de C.A.G., nous avons établi les index K 
et a et le rapport Pc/Po pour la dose de carbone de 8 mg pour 
100 g. 

Dans la figure 7 sont présentés les résultats de cette expé- 
rience. ‘Les valeurs de K, a et Pc/Po sont reportées comme 
moyenne des observations par rapport aux chiffres des mémes 
index établis chez un groupe de rats témoins et rapportés au 
temps 0. 

On remarque que l’index granulopexique K augmente consi- 
dérablement ; il atteint son maximum quarante-huit heures aprés 
la derniére injection de C. A.G. et reste encore au-dessus du 
niveau normal six jours aprés l’arrét du traitement. 
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Quant aux valeurs de |’index granulopexique corrigé a, elles 
suivent celles du K mais elles reviennent au sixiéme jour a des 
chiffres proches de la limite supérieure de la variation standard. 

L’étude du rapport Pe/Po indique que le traitement provoque 
une augmentation considérable du poids du foie et de la rate. 
En effet, le poids moyen de ces organes pour 100 g de poids du 
corps qui est de 5,300 g chez les témoins (Pc/Po = 18,8) s’éleve 


) 4 2 


“sours ° 


Fie. 7. — Effet d’injections multiples de C. A. G. de lapin (cing injections de 37 mg 
en trois jours) sur le poids relatif du foie et de la rate Pc/Po et sur l’activité 
phagocytaire, chez le rat, mesurée par les index K et a pour la dose de 8 mg 
de carbone pour 100 g dans les jours qui suivent le traitement. La ligne pointillée 
indique la limite de la variation standard de chaque index chez les animaux 
témoins. 


a 6,400 g le sixiéme jour aprés le traitement (Pc/Po = 15,7), soit 
une augmentation d’environ 20 p. 100. 

Ces résultats montrent clairement que les injections répétées de 
C. A. G. déterminent une stimulation de lactivité phagocytaire 
du S. R. E. ainsi qu’une hypertrophie du foie et de la rate. Cette 
augmentation du poids des organes ne justifie pas par elle-méme 
l’accroissement de lactivilé phagocytaire. En effet, V’activité par 
unité de poids est augmentée dans une premiére phase. Ultérieu- 
rement, on observe que [activité par unité de poids d’organe 
(index a) revient vers la normale alors que l’index K reste nette- 
ment augmenté du fait que les organes participant A la phago- 
cytose demeurent hypertrophiés. 

Des résultats analogues ont été observés chez un lot de souris 
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ayant regu pendant trois jours consécutifs une injection intra- 
veineuse de 6,5 mg pour 20 g de C.A.G. préparé a partir du 
sérum de lapin. Les index granulopexiques K et « pour la dose 
de carbone de 16 mg pour 100 g ainsi que le rapport Pe/Po ont 
été établis vingt-quatre heures et six jours aprés la derniére 
injection de C. A. G. Les résultats sont résumés dans le tableau VI. 


TasLeau VI. 


C.A.G. aprés 1 jour 0,047 
C.A.G. aprés 6 jours 0,048 
Témoins 0,026 = 10 


L’augmentation de l’index K chez la souris, bien que signifi- 
calive, est moins importante que celle obtenue chez le rat. Les 
organes des animaux traités présentent une hypertrophie relative 
et les valeurs de Pc/Po sont a la limite supérieure de la variation 
standard. Cette légére augmentation du poids des organes est 
déja évidente vingt-quatre heures aprés la derniére injection. I] 
en est de méme de l’index « qui exprime l’activité granulopexique 
par unité de poids des organes actifs. 

Le fait est done bien établi que les injections répétées de 
C.A.G. dorigine hétérologue augmentent Jactivité granulo- 
pexique des cellules du S. R. E. 


Nous nous devions de compléter ces recherches en étudiant 
Vaction des injections répétées de sérum normal de lapin et de 
C. A.G. homologue chez le rat: 

Nous avons administré 4 un groupe de rats, du sérum normal 
de lapin a la dose de 1 cm* pour 100 g deux fois par jour pendant 
deux jours et 2 cm® pour 100 g le troisiéme jour. 

Le groupe de rats traités avec du C. A. G. homologue a recu 
une série identique d’injections de C. A. G. préparé a partir du 
sérum de rat, contenant 35 mg par millilitre. 

Apres des temps variables on a mesuré l’index K, l’index a 
et le rapport Pc/Po pour la dose de carbone de 8 mg pour 100 g. 
Dans le tableau VII sont rapportés les résultats de cette expé- 
rience. Dans le méme tableau sont rapportés également les 
résultats du traitement multiple avec des doses semblables de 
C. A. G. hétérologue qui figurent dans la figure 7, ainsi que les 
index obtenus chez un groupe de rats témoins et leur déviation 


standard. 
Les résultats montrent que l’injection répétée de C. A. G. homo- 
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logue a produit une légére augmentation de V’index K apres 
quarante-huit heures de traitement, les valeurs de l’index a et du 
rapport Pc/Po ne présentant pas de variations significatives par 
rapport aux témoins. On doit conclure que l’action stimulatrice 
du C.A.G. homologue est donc faible et que parallélement 


TasLeau VII. 


Quantité Apres 2 jours | Aprés 4 jours 
Substance |, Neots ons injectée Aprés 1 jour Pe J J 
injectée 3 chaque fois 


en 3 jours cringe 


C.A.G. de 
lapin 

37 mg/l 
C.A.G. de 
rat 

35 mg/ml 


6,7] 17,6 0,059 


Rats témoins K = 0,035 + 0,007 o& = 6,1 + 0,4 Pc/Po = 18,8 + 1,25 


Vhypertrophie des organes est pratiquement nulle. Ces effets 
contrastent avec le pouvoir stimulant du C. A. G. hétérologue. 

L’injection répétée de sérum normal de lapin produit égale- 
ment une légére augmentation de l’index K, mais les valeurs de 
Vindex a et du rapport Pc/Po ne présentent pas de variations 
significatives par rapport aux rats témoins. 


Discussion. 


IL’étude de la cinétique d’élimination sanguine du C. A. G. iodé 
injecté dans la veine chez le rat et le lapin montre que cette 
substance est épurée du sang suivant les mémes modalités déja 
établies pour d’autres suspensions colloidales comme le carbone 
ou le saccharate d’oxyde de fer. Dans ce cas également la ciné- 
tique de l’épuration du C. A. G. iodé se fait suivant une fonction 
exponentielle par rapport au temps, et la pente de la courbe 
d’élimination exprimée par l’index K est inversement proportion- 
nelle 4 la dose de C. A. G. iodé injectée. 

Ainsi le produit de la dose et de l’index K qui en représente 
P’élimination sanguine est une valeur constante. Cette relation 
fondamentale et caractéristique pour les substances fixées par les 
cellules du S. R. E. a été démontrée jusqu’aA maintenant pour les 
particules inertes et s’applique d’aprés les résultats rapportés 
également aux particules des colloides sanguins modifiés. 
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L’étude de la répartition dans les organes du C. A. G. iodé, 
aprés disparition compléte de la circulation, montre que la quasi 
totalité du produit est fixée par le foie et la rate. La quantité 
fixée par les autres organes se limite a des traces, lorsquwil y 
en a. Le pourcentage du C. A. G. iodé contenu dans la rate est 
d’autant plus grand que la dose de produit injectée est élevée. 
Ce phénoméne observé avec d’autres colloides pourrait s’expli- 
quer par le fait que la quantité de sang qui passe par la rate 
dans Vunité de temps est beaucoup plus faible que celle qui 
traverse le foie. La plus longue persistance dans la circulation 
du C. A. G. iodé lors de Vinjection des doses plus élevées explique 
Vaugmentation du pourcentage du produit retrouvé dans la rate. 
Contrairement aux particules de carbone qui persistent dans les 
cellules du S. R. E. pendant une longue période, le C. A. G. est 
probablement métabolisé par ces cellules, comme le montre le 
déplacement du **I dans l’organisme chez les animaux tués 
quarante-huit heures apres Vinjection de C. A. G. iodé (tableau II). 

Bien que nous n’ayons pas encore la preuve histologique de 
la fixation du C. A. G. iodé par les cellules du S. R. E., on est 
en droit de présumer, sur la base de la cinétique de. l’épuration 
sanguine et de la répartition dans les organes de ce produit, 
qu’il est bien fixé par les cellules du S. R. E. En effet, les moda- 
lités de son épuration sanguine et de sa répartition dans les 
organes sont identiques A celles des autres colloides étudiés. 

Un argument supplémentaire en faveur de cette conception est 
fourni par l’interférence et la compétition que montre le C. A. G. 
i Végard de la phagocytose des particules de carbone. 

Le C. A. G. iodé injecté dans la circulation semble se comporter 
comme un colloide stable, ainsi que le prouvent d’une part la 
régularilé logarithmique de son épuration pour toutes les doses, 
et d’autre part la possibilité de calculer par extrapolation la masse 
sanguine correctement. 

Grace a ces caractéristiques jointes au manque de toxicité ei 
a la facilité de dosage, nous possédons dans le C. A. G. marqué 
au #72 un produit d’un intérét particulier pour l’étude de l’acti- 
vité phagocytaire du S. R. E. Des études sont actuellement en 
cours pour appliquer cette méthode chez homme. 

Comme dans le cas du carbone, les injections répétées de 
C. A. G. iodé déterminent des phénoménes de saturation relative 
a Végard des particules de la méme substance (fig. 4). 

Un fait particuliérement intéressant est apparu au cours de ces 
expériences : c’est la différence de comportement de la ¢ellule 
réticulo-endothéliale 4 ’égard du C. A. G. iodé ou non iodé. Il est 
certain que les deux formes de C. A. G. sont phagocytées par les 
cellules du S. R. E. chez Vanimal normal. L’une et l’autre forme 
du C.A.G. interférent avec la phagocytose des particules de 
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carbone par le S. R. E. dans le méme sens. Cependant, le produit 
non iodé ne modifie en aucune facon ]’épuration sanguine du 
C. A. G. iodé injecté simultanément. Ceci nous ameéne a consi- 
dérer que, lorsque les deux produits sont offerts simultanement 
a la cellule, celle-ci fixe le produit iodé comme si le C. A. G. non 
iodé n’était pas présent. 

L’iode fixé sur le C. A. G. modifie considérablement le compor- 
tement de la cellule phagocytaire envers cette protéine. 

La méthode d’iodination du C. A. G. employée dans nos expe- 
riences cause une fixation considérable d’iode sur le C. A. G. Il 
est probable que la quantité d’iode fixée joue un rédle dans la 
phagocytose du produit, et des expériences sont actuellement en 
cours pour éclaircir cette question. 

L’existence des phénoménes de fixation préférentielle pour des 
particules phagocytées par le S. R. E. nous semble particuliére- 
ment intéressante, car elle permet d’étudier les facteurs qui condi- 
tionnent l’avidité des cellules du S. R. E. pour des particules de 
nature chimico-physique différente. 

L’existence des phénoménes de phagocytose préférentielle nous 
oblige d’envisager sous un autre angle le probléme de la saturation 
des cellules du S. R. E. par l’injection de suspensions colloidales. 
Ces expériences permettent aussi d’interpréter les résultats sou- 
vent contradictoires observés par les auteurs qui ont étudié 'e 
« blocage du S. R. E. » par Vinjection de substances colloidales 
de nature différente. 

Les résultats de nos expériences permettent d’expliquer les 
données récemment publiées par Frimmer [9]. Cet auteur a observé 
que Vinjection de sérum déspécifié provoque chez le chien une 
diminution de la prise des particules de polymétaphosphate de Na 
et K par les cellules du S. R. E. Il est trés vraisemblable qu’au 
cours du processus de déspécification se forment des complexes 
protéimiques susceptibles d’étre phagocytés par les cellules du 
5S. R. E. comme l’est le C. A. G. 

Nous avons vu plus haut que l’effet compétitif exercé par le 
C. A. G. sur la granulopexie des particules de carbone est de 
méme intensité, que le produit soit homologue ou hétérologue ; 
cela indique que, dans les deux cas, les particules de C. A. G. 
sont fixées par les cellules du S. R. E. de la méme facon. L’action 
stimulatrice exercée par des injections répétées de C. A. G. sur 
Paclivité phagocytaire ainsi que sur la taille des organes nous 
permet d’avancer ’hypothése suivante : les particules de C. A. G. 
hétérologues prises par les cellules du S. R. E. produisent une 
multiplication de ces cellules qui entraine par la suite une multi- 
plication des cellules hépatiques jusqu’a ce que le rapport entre 
les cellules du S.R.E. et les cellules épithéliales soit revenu 
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a sa valeur initiale. Cette hypothése est actuellement soumise a la 
verification expérimentale. 

Il y a leu d’opposer laction stimulatrice remarquable du 
C. A. G. hétérologue aussi bien sur la phagocytose que sur 
Vhypertrophie des organes, a l’effet relativement faible du C. A. G. 
homologue préparé de la méme manieére. I] n’est pas interdit de 
penser que le C. A. G. hétérologue agit en dehors de ses qualités 
physiques par son pouvoir antigénique possible. Cependant cette 
action stimulante du C. A. G. hétérologue n’est pas en rapport 
uniquement avec la nature antigénique de la substance injectée, 
car les résultats obtenus avec lVinjection répétée de sérum normal 
de lapin chez le rat (fig. 6) ne montrent qu’une trés légére 
augmentation de l’index K. C’est donc a la fois la nature chimico- 
physique du produit injecté et son origine qui déterminent laction 
stimulatrice importante du C. A. G. hétérologue sur le S. R. E. 

Il se pourrait également que Ja dispersion et la taille micellaire 
des particules du C. A. G. jouent un rédle dans Veffet stimulant 
de ce produit sur les cellules du S. R. E., et que ces caractéris- 
tiques physiques ne solent pas les mémes dans le C. A. G. de rat 
et de lapin. ‘ 

CONCLUSIONS. 


En appliquant les méthodes d’exploration de lactivilé phago- 
cytaire du 5S. R. E. antérieurement décrites a l'étude d’une nou- 
velle substance colloidale que nous appelons complexe albumino- 
globulinique (C. A. G.) obtenue a partir du sérum chauffé, nous 
avons fait les constatations suivantes : 

1° Le C. A. G. Worigine homologue ou hétérologue est phago- 
cyté par les cellules du S. R. E. 

2° [Le marquage a l’Jode 131 du C.A.G. nous a permis 
d’établir que le produit ainsi marqué est phagocyté par le S. R.E. 
suivant les mémes lois que celles déja établies pour d’autres 
suspensions colloidales : carbone et saccharate d’oxyde de fer. 

3° L’injection de C. A. G. hétérologue produit un effet de satu- 
ration relative du S.R.E. a Végard de la méme substance 
(démontré pour le C. A. G. iodé), et interfere avec Ja phagocytose 
des granules de carbone (démontré pour le C. A. G. non iodé). 

4° Lors de l’injection simultanée de C. A. G. iodé et non iodé, 
la courbe de l’épuration du C. A. G. iodé n’est pas affectée par 
la présence du C. A. G. non iodé. 

5° L’injection de C. A. G. hétérologue ou homologue détermine 
un ralentissement transitoire de l’épuration des particules de 
carbone du sang, ce qui indique un effet de compétition entre 
les deux colloides. 

6° Dans une deuxiéme phase, au contraire, on observe a la suite 
d’une injection unique ou d’injections répétées de C. A. G. hété- 
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rologue, une augmentation importante du pouvoir phagocytaire 
du S.R.E., ainsi qu’une augmentation du poids du foie et de 
la rate. 

7° Le C. A. G. homologue ainsi que le sérum normal hétéro- 
logue ne sont doués que d’une activité stimulatrice réduite. 


SUMMARY. 


The application of methods, previously described, for the 
examination of the phagocytic activity of the R.E.S., to the 
study of a new colloidal substance-albumino-globulinic complex 
(A. G.C.) obtained by the heating of serum, has led to the 
establishment of the following facts : 

1° A. G.C. whether of homologous or heterologous origin is 
phagoeyltized by cells of the R. E. S. 

2° The marking of A. G.C. with F*! has indicated that the 
A. G. C. is phagocytized by the R. E. S. following the same laws 
already established for other colloidal suspensions : carbon and 
iron oxide saccharate. 

3° The injection of heterologous A. G.C. produces an effect 
of relative saturation of the R. E. S. with respect to the same 
substance (demonstrated for iodized A. G.C.), and interferes 
with the phagocytosis of carbon particles (demonstrated for non- 
iodized A. G. C.). 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] B.N. Haurern, G. Brozzi1, G. Menr et B. Benacerrar. Ces Annales, 
1951, 80, 582. 


[2] B.N. Hanrpern, B. Benacerrar et G. Brozzt. Brit. J. exp. Path., 
1953, 34, 426. 


[3] G. Brozz1, B. Benacerrar et B.N. Harpern. Brit. J. exp. Path., 
19538, 34, 441. 

[4] B. N. Haupern, C. Stirrer, G. Brozzi et B. Benacerrar. C. R. Soc. 
Biol., 1954, 148, 240. 

[5] C. Srirrer, B. Benacerrar, G. Brozzi et B. N. Hatpern. C. R. Soc. 
Biol., 1954, 148, 318. 

{6] G. Brozzi, B. Benacernar, C. Stieeer, et B. N. Harpern. C. R. Soc. 
Biol., 1954, 148, 431. 

[7] B. Benacerrar, C. Srirvet, G. Biozzr et B. N. Hatpery. C. R. Soc. 
Biol., 1954, 148, 486. 


[8] J. van per Scurer, R. W. Wycxorr et F.L. Crarx. J. Immunol., 
1941, 40, 39. 


[9] M. Frimmer. Arch. exper, Path., 1958, 248, 320. 


INFLUENCE DE QUELQUES FACTEURS 
PHYSICO-CHIMIQUES 
SUR LES REACTIONS SEROLOGIQUES DE LA SYPHILIS 


CAS DE LA REACTION DE KLINE (’) 


par R. PAUTRIZEL, F. SZERSNOVICZ et M. FAURE (**). 


(Faculté de Médecine et de Pharmacie de Bordeaux 
et Institut Pasteur) 


Parmi les anticorps dont la recherche et Videntification dans 
le sang ou les humeurs sont a la base du diagnostic sérologique 
de la syphilis, celui dénommé « réagine syphilitique » est le plus 
anciennement et le plus classiquement connu. Pour le détecter, 
les tests, en apparence les plus variés, ont été décrits, mais tous 
consistent 4 mettre en évidence la formation du méme complexe 
antigéne-anticorps, par lune ou l’autre de ses proprictés immuno- 
logiques : fixation du complément d’une part, précipitation ou 
micro-agglutination d’autre part. 

Pour certains, ces deux groupes de réactions détecteraient des 
anticorps différents [4, 10], pour d’autres, encore imfluencés par 
la théorie du déséquilibre plasmatique dt A Vinfection, ces réac- 
lions seraient trés différentes et il y aurait intérét a4 multiplier 
et a utiliser pour les sérums suspects toute une « batterie » de 
tests sérologiques. 

Cette conception n’est plus défendable depuis que les travaux 
de Pangborn [6, 7, 8, 9] ont permis d’obtenir une fraction anti- 
eénique purifiée, le cardiolipide, qui est |’élément spécifique de 
base des différents « réactifs antigéniques ». De plus, les trai- 
tements antisyphilitiques par les antibiotiques ont apporté une 
nouvelle preuve du fondement immunologique de cette explora- 
tion sérologique. 

Le biologiste doit done choisir dans lVimportant « clavier séro- 


(*) Travail réalisé avec l’aide de la Caisse Nationale de la Sécurité 
Sociale et de l'Institut National d’Hygie¢ne (professeur Bugnard). 
(**) Manuscrit recu le 1% aotit 1955. 
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logique » les réactions qui tiennent le mieux compte des régles 
immunologiques et qui sont le plus a Vabri des facteurs aspeci- 
fiques interférant avec le phénomene immunologique. Il est 
exceptionnel que les résultats fournis par plusieurs de ces tests 
soient contradictoires. Nous allons montrer que des dissociations 
entre les résultats ne doivent inquiéter ni les syphiligraphes ni 
les sérologistes. Elles ne sont dues qu’a une différence d’inten- 
sité dans la réponse des divers tests, intensité liée elle-méme 
a leur sensibilité. Il n’est d’ailleurs point besoin d’envisager plu- 
sieurs réactions, ni plusieurs réactifs pour les obtenir. Il suffit 
de modifier les conditions d’exécution habituellement requises 
pour un méme test, pour en exalter ou en inhiber la réponse. 
C’est une étude de quelques-uns des facteurs interférant avec 
la réaction réagine syphilitique-cardiolipide que nous rapportons. 


TECHNIQUE UTILISEE. 


Pour réaliser cette étude, nous avons choisi la réaction de 
Kline standard, réaction de micro-agglutination sur lame, d’exé- 
cution si facile qu'elle nous a permis d’entreprendre un _ trés 
grand nombre d’examens comparatifs. Le réactif antigénique 
utilisé est une suspension de microcristaux de cholestérol stabi- 
lisés par une lécithine et A la surface desquels sont réparties 
les molécules du cardiolipide. La réaction qui met en présence 
le sérum syphilitique chauffé une demi-heure 4 56° et la suspen- 
sion antigénique donne une agglutination par accolement anti- 
géne-anticorps. 


Réaction de Kline standard : 


R#ACTUF ANTIGENIQUE : solution alcoolique de cardiolipide, 0,2 p. 100 
et lécithine, 1,5 p. 100. 


PREPARATION DE LA SUSPENSION ANTIGENIQUE : 

Premier temps: Préparation de la suspension de cholestérol. 

Mettre 0,85 cm* d’eau distillée dans un flacon émeri ; 

Ajouter goutte a goutte 0,9 cm’ d’une solution alcoolique de choles- 
térol 4 1 p. 100 en agitant le flacon d’un mouvement circulaire. 

Deuxiéme temps: Addition de l’antiggne et de l’eau physiologique. 

Ajouter 0,1 cm* de solution antigénique. Boucher le flacon et agiter 
énergiquement une minute. 

Ajouter 2,45 cm* d’eau physiologique et agiter modérément trente 
secondes, 

Laisser le flacon dix minutes & la température du laboratoire. 

Exécution de la réaction : 

Placer dans une cellule de la lame de verre 1/20 de centimétre cube 
de sérum et 1/60 de centimétre cube de suspension antigénique. 

Agiter pendant quatre minutes avec un agitateur de Kline Qnou- 
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vement circulaire de 5 cm environ de diamétre, 4 la cadence de 
120 tours par minute). 

Lecture : 

Lire au microscope avec grossissement de 100 environ. 

Réaction négative : Microcristaux de cholestérol répartis uniformé- 
ment. 

Réaction positive ; Microcristaux agglutinés. Suivant la grosseur des 
amas, on note: +, ++, +++, ++4++. 


INFLUENCE DU MODE DE PREPARATION DE LA SUSPENSION. 


Une modification de la réaction de Kline standard (1) consiste 
a faire subir a la suspension antigénique un chauffage 4 56° pen- 
dant dix minutes, puis une centrifugation permettant d’éliminer 
les particules les plus fines susceptibles de saturer sans agglu- 
tination visible une partie des anticorps. Les réactions qualita- 
tives exécutées simultanément sur 3037 sérums avec la suspension 
de Kline standard et avec la suspension de Kline « exclusion » 
ont donné les résultats suivants pour lesquels nous constatons 
seulement 1 p. 100 de discordance (tableau I). 
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Résultats obtenus en testant 3.037 sérums par les réactions qualitatives de Kline 
standard et de Kline exclusion. 


‘Les sérums dont les résultats discordent proviennent presque 
tous de malades syphilitiques traités, pour lesquels on avait déja 
constaté la négativation d’une ou de plusieurs réactions. Seuls 
font exception quatre sérums présentant des réactions de Kline 
standard négatives et des réactions de Kline exclusion positives 
et correspondant a des sujets dont Vhistoire ne révéle aucun anté- 
cédant syphilitique avoué. 

Il serait trop hatif de conclure a des « fausses positives », car 
nombreuses sont les syphilis inavouées ou méme inapparentes et 
fortuitement traitées. Plutdt qu’un manque de spécificité, nous 
préférons voir dans ces premiers résultats une modification de 


(1) Cette technique de préparation de la suspension d’antigéne est 
celle de la réaction de Kline exclusion. 
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la sensibilité de la réaction qui, pour les sérums peu chargés en 
réagine, peut faire apparaitre une dissociation des résultats qua- 
litatifs. Pour vérifier cette hypothése, nous avons étudié la sensi- 
bilité comparée des deux réactions avec des dilutions successives 
de sérum (progression géométrique de raison 1/2) et noté Pextinc- 
tion du phénoméne de micro-agglulination, tant dans la zone 
dexces d’antigéne (tests quantitatifs classiques) que dans la zone 
dexcés d’anticorps. 

Dans la zone d’execés d’antigéne, nous avons noté pour chacun 
des tests la plus forte dilution de sérum qui, en présence d’unec 
quantité fixe d’antigéne, donne encore une réaction nette. Le 
taux de positivité ainsi obtenu a été souvent le méme pour les 
deux réactions ; parfois, il était plus élevé pour l'une ou pour 
Vautre réaction et ceci, & un taux deux fois ou quatre fois plus 
erand. Sur 694 sérums examinés, le nombre de cas ot la sensi- 
bilité est égale, augmentée ou diminuée, est rapporté dans fe 
tableau IT. 


Tasieau II. 
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Répartition de 694 échantillons de sérums positifs, suivant que lintensité de 
la réaction quantitative de Kline exclusion est diminuée (53 sérums), inchangée 
(310 sérums), ou augmentée (331 sérums) par rapport a celle de Kline standard, 
Les échantil’ons ont été groupés suivant que lintensilé de la réaction est diminucée 
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On voit qua part quelques exceptions, la plupart des sérums 
(92,4 p. 100) ont un taux de positivité inchangé ou augmenté lors- 
qu’on remplace Vantigéne Kline standard par Vantigéne Kline 
exclusion, Ceci permet de comprendre pourquoi, chez les malades 
syphiliiques taités arrivés au voisinage de la période de néga- 
livité, un plus grand nombre de sérums sont positifs seulement 
avec le test « exclusion ». 

Pour comparer de la méme facon ces deux tests dans la zone 
dexces d’anticorps, il aurait fallu examiner un grand nombre de 
sérums donnant le « phénoméne de zone ». Or ces sérums sont 
rares et Pinhibition qu’ils donnent dans la zone d’exees d’anti- 
corps est le plus souvent partielle. Toutefois, en appréciant de 
+ 4 ++++ Jintensité de la réaction avec le sérum pur, on 
peut se rendre compte que Vinhibition par exces d’anticorps que 
l'on constate avee les sérums « hyperpositifs » est généralement 
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plus importante pour le test de Kline exclusion que pour celui de 
Kline standard. 

Pour mettre le phénoméne en évidence d’une facon plus 
accusée, nous avons préféré comparer les résultats obtenus avec 
quelques sérums « hyperpositifs » en pratiquant simultanément 
les deux tests quantitatifs avec des doses décroissantes d’antigene. 
Pour les faibles doses d’antigéne, on voit alors apparaitre avec 
le sérum pur, une inhibition totale, plus marquée avec le test 
« exclusion » qu’avec le test « standard » (exemple tableau III). 
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Inhibition dans Ja zone d’excés d’anticorps et d’excés d’antigéne pour un méme 
sérum examiné par les tests de Kline standard et Kline exclusion. 


Le phénoméne est d’autant plus accusé qu’il s’agit d’individus 
parasités depuis longtemps par le tréponéme, que ces malades 
alent été traités ou non ; il se produit aussi bien avec des sérums 
ayant un faible taux de réagine qu’avec des sérums riches en 
réagine. Ces résultats peuvent étre expliqués par le mode de 
préparation de la suspension de l’antigéne « exclusion » : par 
élimination des plus petites micelles, la réaction quantitative habi- 
tuelle est plus sensible, mais elle est aussi plus sujette au phéno- 
méne de zone que la réaction utilisant de lantigéne « standard ». 
La réaction « exclusion » est done susceplble de donner plus de 
réponses qualitalives négatives ou douteuses chez les syphili- 
tiques porteurs depuis longtemps de tréponemes que la réaction 
standard. 

On pourra faire des constatations analogues si, au lieu dagir 
sur l’antigéne, c’est a l’anticorps que Von fait subir des modifi- 
cations physico-chimiques. 
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FACTEURS AGISSANT SUR L’IMMUNSERUM. 


« L’inactivation » du sérum (chauffage a 56° pendant une demi- 
heure) qui, pour certains, aurait l’inconvénient d’atténuer Vacti- 
vilé de l’anticorps, est le facteur qui nous a semblé le plus inté- 
ressant a étudier. [La composition des plasmas sanguins différant 
selon les espéces animales, nous avons cherché a voir si les 
résultats trouvés avec les sérums humains peuvent étre généra- 
lisés & d'autres espéces. Nous avons, pour cette étude, réalisé 
le test de Kline « standard » quantitatif, avec du sérum chauffé 
et avec du sérum frais provenant de 224 individus syphilitiques 
et avec le sérum frais et le sérum chauffé de 135 lapins inoculés 
par voie intratesticulaire depuis des temps variables avec des 
tréponémes pathogénes (souche Nichols). 

Le nombre de sérums dont le taux de positivité a été inchangé, 
augmenté ou diminué par le chauffage, est reporté dans le 
tableau IV. 

Tasiteau IV. 
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Modifications de la sensibilité de la réaction quantitative de Kline standard aprés 
chauffage de Vimmunsérum (homme ou lapin) par rapport au méme immunsérum 
non chauffé. 


On voit que chez Vhomme et le lapin, 15 p. 100 environ des 
sérums donnent des réactions moins inlenses aprés chauffage ; 
presque tous les sérums, au contraire, donnent des réactions 
inchangées ou augmentées, Vaugmentation de sensibilité étant 
beaucoup plus nette dans lespece humaine que chez le lapin. 

Ces faits montrent que l’on a intérét a chauffer les sérums 
humains avant d’effectuer un séro-diagnostic de la syphilis 
i Taide de ces réactions de micro-agglutination, Ce chauffage 
i 56° n’est pas destiné 4 détruire le complément, mais a favoriser 
la réaction soit par destruction de substances thermolabiles inhibi- 
trices, soit par formation d’associations protéiniques. 


FACTEURS AGISSANT SUR LA REACTION ANTIGENF-ANTICORPS. 


1° L’agitation modérée [2, 3] favorisant les réactions d’acco- 
lement antigene-anticorps, peut modifier Vintensité du test quan- 
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tilatif. Pour cette étude nous avons soumis les mélanges sérum- 
réactif antigénique a des agitations d’une durée variable pouvant 
aller jusqu’a quinze minutes. Suivant les sérums, l’influence de 
la durée de l’agitation a été plus ou moins nette. Pour certains 
sérums le phénoméne atteignait son maximum rapidement, pour 
d’autres, aprés dix 4 quinze minutes d’agitation, on notait encore 
une augmentation de lintensité du phénoméne et ceci quel que 
soit le titre du sérum examiné. 

2° L’addition de polyvinylpyrrolidone (P.V.P.), substance 
macro-moléculaire qui favorise la formation des agrégats anti- 
gene-anticorps [5], était un facteur susceptible de modifier la 
réaction de Kline [44]. En fait, notre expérimentation portant sur 
1836 sérums examinés qualilativement par le test de Kline stan- 
dard et par le méme test, mais en présence de 3,5 p. 100 du poly- 
électrolyte (P. V. P.), ne nous a pas montré un grand écart dans 
les résultats (tableau V). 


TasLeau Y. 
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Résultats de tests qualitatifs obtenus en examinant 1 836 sérums par la réaction 
de Kline standard, avec et sans polyvinylpyrrolidone. 


Nous nous sommes arrétés a la concentration de 3,5 p. 100. 
A plus faible concentration, l’influence est peu visible. A des 
concentrations plus élevées, il se produit souvent une dénatura- 
tion de certains sérums (fausses réactions positives). 

De méme, les tests quantitatifs effectués sur 344 sérums avec 
la réaction de Kline standard, simultanément en l’absence et en 
présence de P. V. P., ont souvent donné des résultats identiques 
(60 p. 100 des cas). Dans 20 p. 100 des cas la sensibilité de fa 
réaction est augmentée par le P. V. P. et dans 20 p. 100 elle est 
diminuée (tableau VI). 

3° L’augmentation de la concentration en chlorure de sodium 
au cours de la réaction de Kline standard nous a semblé parti- 
culiérement intéressante a étudier, car les techniques sérolo- 
giques qui sont pratiquées habituellement avec le sérum frais, 
en utilisent de fortes concentrations. Pour notre étude, nous 
avons choisi la concentration finale de 8,5 p. 100 qui est celle 
utilisée pour la réaction de Meinicke. Nous Vavons obtenue en 
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TasLeaAu VI. 
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Répartition de 344 échantillons de sérums positifs suivant que Vintensité de la 
réaction quantitative de Kline est diminuée (68 sérums), inchangée (206 sérums) 
ou augmentée (68 sérums) en présence de polyvinylpyrrolidone. 

Les échantillons ont été groupés suivant que Jlintensité de la réaction est 
diminuée de 1/1,5; 1/2; 1/3; 1/4 ou augmentée de 1,5; 2; 3 et 4. 


ajoutant 1/60 de centimétre cube d’une solution saturée de chlo- 
rure de sodium au cours méme de la réaction. Les tests de Kline 
quantitatif standard avec ou sans addition de chlorure de sodium 
ont été faits simultanément avec le sérum frais, dune part, avec 
le sérum chauffé, d’autre part. Les sérums examinés dans ces 
conditions provenaient de deux espéces animales : sérum humain 
et sérum de lapin. 

Les résultats obtenus (tableau VII) montrent que, chez Vhomme, 
le test de Kline standard avec le sérum frais est généralement 
plus sensible s’il y a addition de chlorure de sodium, tandis que 
chez le lapin, au contraire, les tests sont généralement moins 
sensibles dans ces mémes conditions. 


TasBLeAu YII. 
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Pourcentage de sérums présentant une modification de sensibilité de la réaction 
de Kline standard quantitative par addition de chlorure de sodium (3,5 p. 100). 
Résultats avec les immunsérums humains et de lapins, frais et ehanffés. 


Mais si les mémes expériences sont pratiquées aprés chauffage 
préalable du sérum, la sensibilité dans V’ensemble n’est plus 
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augmentée dans Vespece humaine, alors qu’elle reste toujours 
diminuée dans Pespéce lapine (tableau VII). 

‘La sensibilité des tests avec les sérums humains frais et 
chauffés en présence de 0,9 p. 100 et de 3,5 p. 100 de chlorure 
de sodium a pu étre étudiée dans la zone d’excés d’anticorps 
grace 4 la comparaison des résultats obtenus dans ces différentes 
conditions avec quelques sérums « hyperpositifs ». ‘L’intensité 
des réactions obtenues avec le sérum pur a été cotée de 1 a 4; 
les taux moyens montrent, d’une part, que le « phénoméne de 
zone » est beaucoup plus accentué avec le sérum frais qu’avec le 
sérum chauffé; d’autre part, que Vaddition de chlorure de 
sodium, qui est sans influence si le sérum a été chauffé, diminue 
Vimportance de ce phénoméne si le sérum est frais (tableau VIII). 


Tasieav VIII. 
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Intensité moyenne des réactions de Kline standard dans la zone d’excts d’anti- 
corps : résultats avec les sérums humains frais et chauffés. 


Du point de vue pratique [44], dans l’espéce humaine, il est 
préférable de réaliser la réaction de Kline avec le sérum chauffé, 
car elle est alors plus sensible et moins susceptible de donner 
des réponses qualitatives négatives pour les sérums trés chargés 
en réagine (phénoméne de zone). Si le sérum n’est pas chauffé, 
une sensibilité analogue peut étre obtenue par addition de chlo- 
rure de sodium (concentration finale de 3,5 p. 100), mais la dispa- 
rition du phénoméne de zone avec les sérums hyperpositifs est 
alors moins nettle que lors du chauffage préalable. Pour l’espéce 
lapin, le chauffage préalable n’intensifie pas dans l’ensemble a 
réaction, tandis que l’addition de chlorure de sodium est au 
contraire néfaste. 


EVOLUTION DES COURBES SEROLOGIQUES. 


On peut constater Vinfluence de certains facteurs physico- 
chimiques sur le test de Kline — chauffage, concentrations en 
ClNa -— facteurs qui parfois augmentent ou parfois diminuent 
la sensibilité de la réaction. I] est intéressant de rechercher si 
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cetle influence se manifeste toujours dans le méme sens chez un 
méme individu au cours de Ja maladie et de son traitement. 

Nous avons done établi avec les prélévements sanguins suc- 
cessifs effectués sur plusieurs sujets syphilitiques, quatre courbes 
sérologiques exprimant les résultats des réactions de Kline stan- 
dard réalisées avec le sérum frais d’une part, avec le sérum 
chauffé d’autre part et avec deux concentrations différentes en 
chlorure de sodium dans les deux cas. Aussi bien dans lespéce 
humaine que chez le lapin syphilisé, nous n’avons jamais constaté 
de prédominance d’une courbe sur une autre ; l’enchevétrement 
des quatre courbes montre des fluctuations sans ordre apparent 
des résultats sérologiques fournis par les tests pratiqués dans 
ces différentes conditions. 

Le sens de la variation de la sensibilité sous influence de ces 
facteurs ne semble donc pas lié a l’état plasmatique particulier 
de certains sujets, ni a l’Age de la maladie, mais plutot a une 
modification de l’équilibre sérique qui peut apparaitre a locca- 
sion d’agressions diverses. 


CONCLUSIONS. 


De trés nombreux facteurs aspécifiques influent sur la forma- 
tion du complexe réagine syphilitique-cardiolipide. L’étude de 
certains de ces facteurs — chaleur, agitation, concentration en 
électrolytes et polyélectrolytes — montre que les effels produits 
par chacun d’eux sur divers sérums syphilitiques ne sont pas 
toujours orientés dans le méme sens (2). Suivant les échantillons, 
ils exaltent ou atlénuent l’apparition du complexe antigéne- 
anticorps, qui est révélé par la réaction de Kline. 

In effet, Punion spécifique de la réagine syphilitique au cardio- 
lipide, se trouve, comme toute réaction séro-immunologique, sous 
la dépendance des différents constituants du plasma; ces consti- 
tuants, qui accompagnent la réagine dans le sérum examiné, sont 
eux-mémes sensibles aux différents facteurs physico-chimiques 
étudiés. 

L’équilibre plasmatique, qui interfére ainsi sur la réaction 
spécifique antigéne-anticorps, n’est nullement constant chez un 
méme individu ; il varie fréquemment, car il est en rapport avec 
l'état de défense de Vorganisme aux diverses agressions. 


(2) On ne doit donc accorder aucune valeur diagnostique aux « tests 
de vérification » de Kahn, dont le principe s’avére faux. En effet, nous 
avons vu ici que la richesse du milieu réactionnel cn chlorure de 
sodium, ainsi que la température, peuvent agir, selon. les échantillons 
de sérums syphilitiques, de fagons différentes et parfois opposées sur 


Vintensité de Ja réaction antigéne-réagine. 
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Cependant, en étudiant Vinfluence de ces facteurs non spéci- 
fiques sur un nombre important de sérums syphilitiques, on peut 
dégager des différences nettes, non pas individuelles, mais « statis- 
tiques ». Le sérum humain a un comportement différent de celui 
du lapin. 

Ces constatations montrent que la détermination des conditions 
de réalisation d’un test sérologique de la syphilis nécessite des 
études comparatives nombreuses portant sur un nombre élevé 
d’échantillons de sérum et, lorsque ces conditions sont établies, 
elles doivent étre rigoureusement suivies lors de l’exécution 
du test. 
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ETUDE D'UNE SOUCHE DE BACILLUS, 
PATHOGENE POUR CERTAINS INSECTES, 
IDENTIFIABLE A BACILLUS THURINGIENSIS BERLINER 


par M"* BertuzE DELAPORTE et M™ S. BEGUIN (’). 


(Laboratoire de Biologie Végétale du P. C. B. 
et Service des Fermentations de l'Institut Pasteur) 


Des les premiers essais d'utilisation des espéces bactériennes 
dans la lutte contre les insectes, il a été constaté que des souches 
de Bacillus, appartenant non seulement a des espéces différentes, 
mais aussi A la méme espéce, possédaient un pouvoir pathogéne 
inégal [43, 44, 17, 24, 48, 23, 7]. Nous avons done été ainsi ame- 
nées a sélectionner un certain nombre de souches ; nous décrivons 
ici ’une des plus virulentes parmi celles qui ont été retenues et 
qui est utilisée actuellement dans certaines de nos expériences, 
en particulier dans la lutte contre la piéride du chou (1) [Pieris 
brassicae}. 

ORIGINE DE LA SOUCHE. 


Cette souche a été isolée de liéres d’une piéce d’élevage 
de vers a sole, en 1952, par C. Vago (2), de la Station de 
Recherches Séricicoles d’Alés (Laboratoire de Pathologie des 
Insectes) & Anduze, dans le Gard ; d’ow sa désignation provisoire : 
souche « Anduze ». Elle a été conservée a Ales, soit uniquement 
sur gélose nutritive inclinée avec des repiquages tous les deux 
mois environ, soit alternativement sur gélose inclinée et sur 
insecte ; c’est la souche conservée selon la seconde maniére qui 
a 6lé recue a l'Institut Pasteur le 10 novembre 1952; elle avait 
subi des passages sur ver A soie, sur piéride du chou et sur 
processionnaire du pin. Elle est entretenue a I’Institut Pasteur 
sur gélose au haricot saccharosée (piqtre en gélose profonde). 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1955 

(1) Les applications agricoles de Vemploi des germes pathogdnes 
pour les insectes sont réalisées au Laboratoire de Biocénotique et de 
Lutte Biologique de La Miniére (I. N. R. A.) par P. eee et ses colla- 
borateurs. 


(2) Nous remercions M. Vago d’avoir bien voulu nous donner cette 
souche. 
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Un stock de spores est conservé sur carrés de papier filtre en 
tubes scellés aprés dessiccation. 


ETUDE DE LA soucHE « ANDUZE ». 


ASPECT MICROSCOPIQUE. — Gram+, ce germe se présente, dans 
des cultures de vingt-quatre heures a 30° sur gélose, par examen 
a l’état frais, sous la forme de gros batonnets ayant, a vingt- 
quatre heures, 1,2 4 1,5 » de largeur sur 4,5 a 7,5 w de longueur ; 
leurs extrémités sont plutét carrées ; ils se trouvent isolés, ou par 
paires, ou en courtes chaines de 4 a 8 éléments, rarement davan- 
tage ; ils sont peu mobiles. L’intérieur des batonnets est assez 
hyalin, trés peu granuleux. A cet Age, peu de bactéries com- 
mencent 4 former des spores, mais a 4 quarante- -huit heures, l’aspect 
est nettement différent ; dans la plupart des balonnets sont visibles 
deux éléments subpolaires : vers lune des extrémités, une spore 
ovoide trés réfringente mesurant 0,6 4 0,7 sur 1,5 4 1,6 w; vers 
Vautre extrémité, et souvent assez prés de la spore, est visible 
un cristal rhombique a extrémités nettement pointues, d’une 
grosseur et d’une réfringence voisines de celles de la spore. 'L’axe 
principal de ce cristal est en général fortement incliné par rapport 
a axe du batonnet. Les figures de la planche hors-texte montrent 
divers aspects de ces cristaux sur des photos prises au microscope 
électronique (8) soit aprés coupes extra-minces de sporanges 
(fig. 1, 2 et 3), soit lors de la libération des cristaux et des 
spores (fig. 4 et 6). Une coupe approximativement transversale 
au grand axe du cristal montre une section presque carrée (fig. 3). 
L’ombre du cristal de la figure 4 donne une indication sur sa 
forme. La figure 5 repréesente deux cristaux ayant été traités 
pendant vingt minutes par la soude a 0,4 p. 100; la partie inté- 
rieure a été parliellement hydrolysée. 

Les spores et les cristaux sont libérés en méme temps. On voit 
quelquefois des cristaux nettement plus petits que les spores, 
exceptionnellement deux cristaux dans le méme_ sporange ; 
d’autres fois les angles des sommets du cristal sont émouss¢s. 
On voit, sur les photos de préparations prises au microscope 
électronique, certains cristaux présentant un cdté incurvé qui 
forme, au sommet, une sorte de bec (fig. 4). Les cristaux ne 
restent pas colorés par la réaction de Gram ; ils prennent divers 
colorants basiques, entre autres la fuchsine, et ne montrent aucune 
réaction positive lors de la réaction nucléale de Feulgen. Ils 
demeurent inaltérés dans les vieilles cultures. 

Ce bacille forme d’ordinaire trés peu de globules lipidiques et 


(3) Nous remercions M. Lépine, M"* Croissant et M'° Harleux d’avoir 
bien voulu prendre des photos au microscope électronique. 
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pas de glycogéne. On trouve généralement, dans les cultures, un 
trés petit nombre de batonnets dont la paroi, dans sa totalité, ou 
seulement a une extrémité, devient trés épaisse, trés réfringente 
et trés rugueuse. Nous ignorons la signification de cette trans- 
formation de la membrane. 


Aspecr MAcRoscopiouE. — Les cultures sur gélose au haricot 
peptonée saccharosée, ou sur gélose nutritive, donnent en vingt- 
quatre heures a 30°, des colonies moyennes ou assez grandes, 
arrondies, minces, plates ou en cone trés aplati, 4 bord finement 
dentelé, sans méche ou filament envahissant, a surface granitée 
et mate, blanches ou a peine grisdtres, un peu transparentes, 
de transparence moirée a la loupe. Au grossissement de x 80, 
elles apparaissent trés finement granuleuses avec des stries ; leur 
bord est serti de deux a quatre lignes plus denses. Les colonies 
srandissent pendant les jours suivants, elles prennent d’ordinaire 
une teinte rosdtre ou rougeatre. 

Les colonies se trouvant a l’intérieur de la gélose en boite de 
Petri sont toujours petites, soit en forme de lentille, soit en 
forme de masse arrondie, dense, 4 peine rhizoide sur les bords, 
dans laquelle on distingue souvent qu’une lentille a été l’origine 
de la colonie. 

Sur gélose inclinée, la culture est mince, finement granuleuse, 
plutét brillante, blanc grisdtre, un peu transparente ; elle devient 
un peu plus épaisse et plus opaque en vieillissant. Ces cultures 
prennent généralement par la suite une couleur rougeatre, la teinte 
rose diffusant a Vintérieur de la gélose, mais la production de 
pigment n’est pas absolument constante au cours des repiquages 
successifs. 


ErupE BIOLoGIguE. — Le bouillon nutritif devient de plus en 
plus trouble ; on y voit des ondes moirées au début, puis une 
trace d’anneau qui tombe. Il se forme un dépdt abondant. 

Sur pomme de terre glycérinée : culture luxuriante, légérement 
mauve rosé a vingt-quatre heures. La coloration s’accentue ensuite 
pour devenir rosatre. 

Hydrolyse de l’amidon : positive ; forte acidification du milieu, 

Production d’acétylméthylcarbinol : Sur milieu de Clark et Lub ; 
faible production. 

Réactions de fermentation: Il y a, sans formation de gaz, une 
production d’acide assez forte a partir de glucose, lévulose, mal- 
tose, faible & partir de saccharose et glycérol. Il n’y a pas de 
production d’acide avec l’arabinose et le xylose ; avec le lactose, 
le galactose et le mannitol, il y a alcalinisation du milieu. 

Pouvoir protéolytique : Hydrolyse de la gélatine: la gélatine 
ensemencée en piqdre est rapidement liquéfiée ; la liquéfaction 
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débute dés vingt-quatre heures en forme de doigt de gant; aprés 
trois jours, des rhizoides pénétrent dans l’épaisseur “de la géla- 
tine, dans la partie supérieure en forme d’ombrelle. La liquéfac- 
tion est totale en trente a trente-cing jours a 20°, mais a 30° elle 
a leu en trois a quatre jours. 

Hydrolyse de la caséine: le lait n’est que peu et lentement 
coagulé. La peptonisation de la caséine débute de facon visible 
vers le troisiéme jour et est totale vers le dixiéme ou quinziéme 
jour. Le pH du milieu n’est pas modifié. 

Le sérum coagulé est attaqué dés le premier jour, mais la liqué- 
faction n’est que partielle. 

Les nitrates sont réduits en nitrites. 

Pouvoir réducteur: Sur gélose au sous-acétate de plomb: pas 
de noircissement. 

Recherche de la lécithinase : Sur gélose a l’ceuf de McClung et 
Toabe [10]: auréole de précipitation de la lécithine avec faible 
rosissement du milieu. 

Recherche de Vindol: En eau peptonée, pas de production 
d’indol. 

Recherche du pouvoir hémolytique : Large auréole d’hémolyse 
en vingt-quatre heures. 

Recherches de lanaérobiose : Croissance nette en bouillon Vf 
et en gélose profonde : le germe est anaérobie facultatif. 


Discussion. 


LES INCLUSIONS CRISTALLINES. 


Des inclusions cristallines chez les bacilles pathogénes pour les 
insectes ont été observées dés 1915 par Berliner [8], qui, décrivant 
B. thuringiensis pour la premiére fois, note la formation, au 
moment de la sporulation, de « einem zuerst kugeligen, spater 
runzeligen und unregelmassig rombisch geformten Gebilde » (4). 
Mattes [44] les remarque également en 1927. Hannay en 1953 [8], 
Angus en 1954 [4] entreprennent leur étude et mettent en évidence 
une relation étroite entre la présence de ces cristaux et le pouvoir 
pathogéne des souches ot ils se forment. Steinhaus [48] confirme 
ces expériences. Mais Toumanoff [25], qui observe 4 son tour ces 
cristaux dans les cultures de B. cereus var. alesti, discute les 
conclusions des auteurs précédents; il considére que d’autres 
facteurs interviennent dans |’effet pathogéne des souches étudiées, 
en particulier une lécithinase élaborée par les germes jouerait un 
role (Toumanoff et collaborateurs [24]). Heimpel [9], travaillant 


(4) « Un élément de forme d’abord globuleuse, ensuite ruguéuse et 
irréguli¢rement rhombique. » 
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avec des souches ne possédant pas de cristaux, considére égale- 
ment qu’il y a rapport de cause 4 effet entre l’élaboration d’une 
lécithinase et le pouvoir pathogéne du B. cereus qu’il a utilisé. 

Il nous est difficile de discuter du réle de la lécithinase : tous 
les B. cereus en produisent et pourtant la plupart, sinon tous, ne 
sont pas pathogénes. En outre, si un réle pathogéne est attribué 
4 la lécithinase, comment expliquer que les jeunes cultures ot la 
lécithinase est immédiatement élaborée — l’action sur le jaune 
d’ccuf en moins de vingt-quatre heures le prouve — ne sont pas 
pathogénes ? C’est un fait unanimement reconnu [AS MAS 33641 
2, 6, 22]. Et comment expliquer que seules les cultures sporulées 
sont virulentes ? 

Nous avons pu constater 4 notre tour que la souche « Anduze » 
formant un cristal (et une lécithinase) est pathogéne pour certains 
insectes. Quelques résultats obtenus sur processionnaire du pin 
ont déja été publiés [7]. D’autres, obtenus dans la lutte contre la 
piéride du chou, le seront plus tard. Ils sont significatifs puisque 
la souche « Anduze », employée au laboratoire, a la dose de 
120 millions de spores par millilitre, 4 raison de 20 ml pulvérisés 
sur feuille de chou portant une colonie de 25 chenilles du troisiéme 
stade, donne 100 p. 100 de mortalité en huit jours, tandis qu’une 
souche de B. cereus Frankl. et Frankl. typique, produisant aussi 
une lécithinase, mais ne formant pas de cristal, utilisée dans les 
mémes condilions, reste absolument sans effet sur les chenilles (5). 

En accord avec Hannay, Angus et Steinhaus, il nous semble 
donc trés probable que c’est a ce cristal, ou tout au moins a un 
facteur lé 4 la présence du cristal, que l’on doit attribuer le 
pouvoir pathogéne des souches en cause. 


PLACE DE LA SOUCHE « ANDUZE » 
DANS LA CLASSIFICATION DES BACTERIES. 


Cette étude morphologique et bactériologique de la souche 
« Anduze » montre qu’elle appartient incontestablement au groupe 
de Bacillus cereus Frankland et Frankland. Elle en posséde les 
divers caractéres d’activité biochimique et elle lui ressemble 
d’assez prés par ses caractéres microscopiques et l’aspect des 
cultures sur gélose. Les détails qui l’en distinguent seront exposés 
plus loin. Mais elle est pathogéne pour certains insectes et posséde 
les cristaux décrits plus haut. En cela elle se rapproche des diffé- 
rents B. cereus pathogénes utilisés par de nombreux auteurs 
décrits pour la premiére fois par Berliner [3], Ishiwata, Avki el 
Chigasaki [2], Toumanoff et Vago [19] et appelés par ces auteurs 


(5) Nous remercions M. Grison et ses collaborateurs de nous avoir 
communiqué les résultats des tests d’efficacité réalisés sur chenilles. 
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respectivement : B. thuringiensis, B. sotto, B. cereus var. alesti. 
(Nous ne parlerons pas du germe isolé et décrit par Metalnikov 
et Chorine en 1929 et appelé par eux Bacterium ephestiae [12] 
puisque, dés l’année suivante, il fut reconnu par Ellinger et 
Chorine [5] comme étant un Bacillus thuringiensis). La nomencla- 
ture de ces Bacillus a été souvent remaniée. En effet, en 1946, 
Smith, Gordon et Clark [45] placent le B. thuringiensis comme 
synonyme de B. cereus dont il ne se distingue que par la patho- 
génicité vis-a-vis des insectes ; mais en 1952, ayant constaté « the 
tendency of the spore to he obliquely in the sporangium » (n’y 
a-t-il pas eu, comme le pense également Steinhaus [48], confusion 
— dvailleurs trés facile a faire — du cristal losangique, dont le 
grand axe est en effet en oblique a l’intérieur du germe, avec 
une spore ?) Smith, Gordon et Clark {46} proposent de placer 
B. thuringiensis comme une variété de B. cereus plutét que comme 
un synonyme. La méme année, Toumanoff [20] suggére la méme 
dénomination ainsi que celle de B. cereus var. sotto au lieu de 
B. sotto puisque B. sotto posséde tous les caractéres d’un 
B. cereus. Enfin en 1954, Steinhaus. et Jerrel [48], apportent une 
derniére modification 4 la nomenclature et annoncent : « in corres- 
pondence, Dr. Smith stated that whereas academically B. thurin- 
gtensis should be considered as a variant of B. cereus, from the 
practical standpoint it has been thought best to retain these as 
separate species, at least for the present. Recently, Dr. Smith 
informed the authors that the forthcoming seventh edition of 
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology will refer to the 
organism as a separate species and use the name Bacillus thurin- 
giensis Berliner ». Nous-mémes pensons que cette dénomination 
est celle que l’on doit adopter. Nous en donnons les raisons plus 
loin. 

Quelle est donc la place de la souche « Anduze » par rapport 
a ces trois souches, pathogénes toutes les trois pour les insectes ? 
Est-elle une variété nouvelle, ou est-elle identique 4 l’une d’elles ? 

Résumons dans un tableau les caractéres morphologiques et 
culturaux des quatre Bacillus. Pour les descriptions ou pour les 
résultats des tests biologiques, nous nous sommes référées aux 
descriptions données dans les travaux originaux. 

L’étude de ce tableau nous montre que la souche « Anduze » 
ne semble pas distinguable de la premiére des souches et que, 
appartenant au groupe de B. cereus, mais pathogéne pour les 
insectes et possédant les inclusions décrites ci-dessus, elle répond 
a la définition de B. thuringiensis, tel que, d’aprés Steinhaus, 31 
sera défini par Smith dans la prochaine édition du Bergey’s 
Manual of Determinative Bacteriology. 

La souche « Anduze » n’est done autre chose qu’un B. thurin- 
glensis. 
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Aspect aicrescopique [ 


Colonies sur gélose 
ordcinaire ov 

sur gélose naricot- 

peptone-saccnarose 


Spores 


Presence de crista 


Culture en bouillon 
ordinaire 


Pomme ce terre 


Sérum coagulé. 


Gélatine 


Lait tournesolé 


Ansérobiose 


Pouvoir nemolytique 


Production d?incol 
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ere pepe fr, et all, 
références (3) et (4) 


Bat, droit, avec ungles arrondis, 
1,8 x 5 p, faiblement mobile ou 
immobile, chsines de 3 4 4 éléments 
Yarement davantage, granulations, 


Col, blanches, d’apparence séche (4) 


Col, jaunatres, mates et séches, & 
bords faiblement lobés, 


Ovales, subteriineles, 1 x 2p, 


Voile mince qui grimpe un peu sur la 
péroi du tube et tombe par agitetiv 


Culture assez épaisse, gris-jaunatre 
(Berliner) 
Colonies riches, blanches (Chorine). 


Liquéfaction partielle, 


Liquéfaction, d’abord en surfsce, 
qui avance dans toute le lurgeur cu 
tube vers le fonc, 

Ligucfacticn lente, crateriforme 

(Cnorine), 


Début ae peptonisation & 2 ),; total 
en 10 j, (Berliner) ] 
Pas co modificetion des teintes, ou 
légére coloration ruse, selon les 
soucnes (Chorine) 


Facultatif 


Formation de nitrites + 


A partir ce nitrates 


Géloge au sous- 
acétate de plomb 


Formation d’acétyl- 
méthylcarbinol 


Production de piymen 
rose sur milieu a 
l’oeuf (25) 


Action sur lee sucres: 


& lucose 
lévulose 
galactose 
saccnarose 
maltose 
lactose 
mannite 


+44 
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B. cereus var, Sotto 
(2) et (20) 


Bat, trés souvent en chuines, espect 
de filuments enchevetrés; 3 ou 4 
éléments, rarement davantage, 


Col, blanchutres, mates, Aspect 
pluwtr cireux, 


Ovales, subterminales, 


Trouble uniforme, ondes mcir€ées, 


Enduit blanc et terne sans pigmen- 
tation, 


Légere liouéfaction cu milieu, 


Liquéfaction déjA importante 4 24 h, 


Digestion tres forte epree § j., 
sane mocificetion ae teinte, 


Fecultatif 


++ 


+ +") 
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Aspect microscopique 


Colonies sur gélose 
ordinairs ou 

sur gélose haricot— 

peptone-saccharose 


Spores 
Présence de crista 


Cultures en bouillon 
ordinaire 


Pomne de terre 


Sérum coagulé 


Gélatine 


lait tournesolé 


ansérobiose 
Pouvoir hémolytique 
Production d?indol 


Formation de nitrites 
& pertir de nitrates 


Gélose au sous- 
acétate de plomb 


Formation d’acétyl- 
méthylcarbinol 


Production de pigment 
rose sur milieu a 
l’osuf (25) 


Action sur les sucres: 
glucose 
lévulose 
galactose 
saccharose 
maltose 
lactose 
mennite 


oa C3 wha ers 
25) et (19) 


--- ee ee ee ee ee ee --- 


Bat, ayant 1 & 5 p, a bouts arrondis 
isolés ou en dalentice, 


Pas de description des cokonies, 


Subterminales, ovales, 141,5 p de 
longueur., 


Trouble uniforme, puis dépot au 
fond du tube, Pas d’anneau, 


Enduit légérement brunatre qui de- 
vient rouge-brique apréa 4 jours, 


Pas de modification au bout de 9 j, 


Liquéfaction lente, mais totale en 
4 J. 


Peptonisation commencée aprés 3 j, 
Virage au mauve, 


Facultatif 


++ e+ 
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Bat, de 1,241,5x5a7hy, iso- 
iés ou en chainettes, trés peu 
mobiles, 


Col, blanc-grisatres pouvant devenir 
roses aprés 3 a 4 jours, mates, a 
bords faiblement lobés, 


Ovales, subterminales, 0,7 x 1,6 p. 


Trouble, ondes moirées, trace d’an- 
neau et dépot abondant, 


Culture luxuriante, rosée aprés 24 h. 
la coloration peut parfois s’accen- 
tuer, 


Légére attaque dés le ler jour, mais 
la liquéfaction reste partielle, 


Ligquéfaction en doigt de gant commen- 
gant dds 24 h, a 20°, et totule en 
35 J, Totale en 344 Jj, & 30°, 


Peptonisation commencée aprés 3 j,, 
totale aprée 8 4 10 j, Pas de modi- 
fication de teinte, 


Facultetif 


(++) + + 
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Ce tableau nous montre en outre, que non seulement « Anduze », 
mais également B. cereus var. sotto ne se distingue pas de 
B. thuringiensis. Quant a la souche B. cereus var. alestt, quelles 
différences présente-t-elle ? Toumanoff et Vago [24] ont déja 
comparé les variétés sotto et alesti : 

1° Aspect plus filamenteux de B. solto sur gélose ordinaire, 
considérent-ils, mais, dans leur premiére description de B. cereus 
var. alesti [19], ils ont montré que l’on peut observer des chaines 
de 180 » de longueur sur bouillon de haricot peptoné saccharosé 
anpl 6: 

2° Liquéfaction plus lente de la gélatine par la var. alesti. 
Néanmoins elle est totale en quatre jours ; et par ailleurs Chorine 
qualifie également de « lente » la liquéfaction de la gélatine par 
B. thuringiensis. 

3° Le lait tournesolé serait digéré par B. sotto sans modifica- 
tion de teinte alors que B. cereus var. alesti le ferait virer au 
mauve... 

4° Action sur le sérum coagulé : c’est l'une des deux différences 
essentielles qui apparait entre B. cereus var. alesti et les autres 
souches. 

Mais nous avons, a notre tour, étudié parallélement l’action de 
B. cereus var. alesti (6), B. thuringiensis (6) et « Anduze » sur 
le sérum coagulé. L’ensemencement a été fait en trois endroits 
différents du tube de sérum incliné. Avec les trois souches, nous 
avons vu, dés vingt-quatre heures, aux trois points ensemencés, 
la culture s’enfoncer légérement dans le milieu, montrant ainsi 
Vattaque partielle, mais nette des sérums par les trois souches, 
y compris B. cereus var. alesli. 

5° Production de pigment sur milieu a l’ccuf. 

Nous n’avons pas constaté de production du pigment par 
B. thuringiensis. Avec « Anduze » qui, parfois, sur gélose-haricot 
peptonée saccharosée donne au bout de quelques jours une 
culture rouge grenat, la coloration dans la gélose a lceuf a tou- 
jours été faible. 

Mais Toumanoff constate lui-méme [25] qu’avec la souche de 
B. cereus var. alesti la production de ce pigment, presque tou- 
jours constante, peut faire défaut sans qu’il puisse d’ailleurs 
expliquer ces différences. « Sur gélose ordinaire additionnée de 
jaune d’ceuf (XX a XXV gouttes par 10 cm® de milieu fondu au 
bain-marie), la production de pigment se révélait parfois trés 
intense, parfois faible et quelquefois nulle », dit-il ; et plus loin 


(6) Nous remercions M. Toumanoff de nous avoir donné la souche 
B. cereus var. alesti et M. Vago de nous avoir envoyé la souche 
B. thuringiensis qu’il avait recue de M. Steinhaus. 
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il parle de « cultures atténuées qui ont perdu leur aptitude 
a former le pigment ». 

Cette production de pigment étant fréquente, mais non cons- 
tante, il apparait difficile de considérer ce caractére comme suffi- 
sant pour justifier la position de « variété » distincte a la souche 
alesti. Elle aussi semble n’étre autre chose qu'un B. thuringiensis 
et, en ]’absence de critéres sérologiques qui pourraient peut-étre 
faire modifier cette position, nous conclurons cet exposé en pro- 
posant de simplifier la classification de ces quatre souches, toutes 
les quatre du groupe du B. cereus, toutes les quatre pathogenes 
pour les insectes, toutes les quatre possédant ces inclusions 

signalées pour la premiére fois par Berliner [8], en les désignant 
toutes les quatre par le nom de la plus ancienne : Bacillus thurin- 
giensis Berliner. 

Nous pensons que cet organisme doit étre considéré comme 
une véritable espéce et non comme une variété de B. cereus car, 
bien qu’ayant une activité biochimique semblable a celle de 
B. cereus, on peut l’en distinguer facilement et rapidement par 
les caractéres suivants : lorsqu’on examine une culture a l’état 
vivant, entre lame et lamelle, avec l’objectif a immersion, on 
constate qu’a vingt-quatre heures les batonnets sont plus longs, 
ils sont plus fréquemment isolés ou en chaines plus courtes, ils 
n’ont généralement — lorsqu’ils en ont — que trés peu de glo- 
bules lipidiques, leurs extrémités sont légérement moins carrées ; 
lorsque les spores sont formées, elles ne se trouvent que dans 
la moilié du batonnet, lautre contenant ce trés beau cristal 
d’aspect losangique qu’on ne trouve jamais chez B. cereus 
typique ; les spores sont un peu plus petites que celles de 
B. cereus. Les cultures sur gélose inclinée sont nettement plus 
minces et ne sont pas complétement opaques a  vingt-quatre 
heures. Les colonies en surface sont beaucoup plus petites, leur 
diamétre n’atteint souvent pas le quart de celui des autres; elles 
sont généralement minces et plates, alors que celles de B. cereus 
sont plus épaisses, et, lorsqu’elles ont une forme conique, langle 
du cone est beaucoup plus ouvert; observées avec un grossis- 
sement de x 80 elles ne présentent pas les belles et grandes 
ondulations de B. cereus, elles n’ont jamais de chaines de 
batonnets envahissant loin hors de la colonie, ce que l’on trouve 
fréquemment chez B. cereus ; elles ont un bord beaucoup plus 
régulier et montrent 2 a 4 lignes fines encerclant Ja colonie sur 
son bord; enfin les colonies situées dans la profondeur de la 
gélose en boilte de Petri ne sont jamais en une grosse touffe 
rhizoide d’ aspect lache, mais sont petites, massives, denses, en 
lentille ou bien avec une petite lentille a l’origine. 

De plus, nous n’avons, jusqu’a présent, pas pu trouver de 
mutant qui, en perdant Ja virulence, acquiére les caractéres 
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morphologiques du B. cereus Frankl. et Frankl. Si ce mutant 
était un jour découvert, il faudrait sans doute reconsidérer cette 
question. 


Résumé. 


Nous décrivons, dans cet article, la souche « Anduze », patho- 
géne pour certains insectes. Elle doit étre considérée comme un 
B. thuringiensis, ainsi que les souches B. cereus var. sotto et 
B. cereus var. alesti. 


SUMMARY. 


Description of the strain « Anduze » of a Bacillus pathogenic 
for certain insects. The specific name of Bacillus thuringiensis 
is designated to the strain « Anduze », likewise to the strains 
B. cereus var. sotto and B. cereus var. alestt. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE 


Photographies prises au microscope électronique. Grossissement x 27 000, 
excepté fig. 5, grossissement x 47 000. 


Fic. 1, 2, 3. — Coupes extra-minces de sporanges aprés fixation au tétroxyde 
d’osmium et inclusion dans le métacrylate. 1: Sporange contenant une spore et 
un cristal coupés longitudinalement. 2: Coupe oblique de sporange qui ne passe 
que par le cristal. 3 : les deux cristaux, coupés de maniére approximativement 
transversale par rapport 4 leur grand axe, montrent une section presque carrée. 


Fic. 4. — Cristal isolé. L’ombre du cristal donne quelques indications sur sa forme. 
quelq 


Fic. 5. — Deux cristaux aprés traitement par la soude 4 4 p. 1000 
pendant vingt minutes. 


Fic. 6. — Un sporange au stade de la libération de la spore et du cristal. 
On yoit 1 spore et 2 cristaux. 


AU SUJET 
DE SOUCHES CRISTALLOPHORES ENTOMOPHYTES 
OE CEREUS. 


OBSERVATIONS SUR LEURS INCLUSIONS CRISTALLINES 


par C. TOUMANOFF (*) 
[Collaboration technique : M'* M. LAPIED et M=* L. MALMANCHE] 


(Institut Pasteur. Service de Pathologie des Insectes) 


Dans plusieurs communications concernant les bacilles ento- 
mophytes du groupe cereus, nous avons indiqué — et cela est 
conforme 4 la classification des bactéries aérobies sporogénes de 
Smith, Gordon et Clark [44] — qu’il est opportun, grace surtout 
a Vensemble des caractéres qui les rapprochent de Bacillus 
cereus Frank. et Frank. type, de les considérer comme variétés 
de cette espéce. 

Il se trouve toutefois que dans les formes végétatives de 
quelques cereus entomophytes particuliérement toxiques pour les 
larves de Lépidoptéres, existent des inclusions cristallines. Ces 
inclusions furent pour la premiére fois observées par Berliner [3) 
chez un bacille qu’il a dénommé Bacillus thuringiensis. Ce bacille 
fut cependant classé par Smith et al. parmi les cereus et désigné 
sous le nom de B. cereus var. thuringiensis. 

L’attention particuliégre des chercheurs a été attirée sur ces 
inclusions de B. thuringiensis par Hannay [5], au Canada, a qui 
revient le mérite d’avoir précisé leurs caractéristiques et suggéré 
que leur présence est en corrélation avec le réle pathogéne de ce 
bacille. 

Angus signala leur existence dans la souche virulente de 
B. cereus var. sotto et apporta les preuves de leur toxicité pour 
les vers a soie [4, 2}. 

L’étude des inclusions bacillaires chez B. thuringiensis a été 
faite également par Steinhaus et Jerrel [42] et nous avons pu ies 
déceler chez B. cereus var. alesti, ainsi que dans quelques autres 
souches entomophytes, en confirmant leur présence dans ta 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 6 octobre 1955. 
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souche de B. cereus var. sotto, toxique pour les vers a sole, recue 
du Japon [44]. 

Nous avons signalé, en outre, que dans certaines souches de 
B. cereus pathogénes pour les larves de Lépidoptéres, les inclu- 
sions peuvent faire défaut [45]. 

fl existe ainsi des souches de cereus entomophytes cristallo- 
phores et d’autres non cristallophores, les premiéres ayant une 
toxicité spéciale pour les larves de Lépidopteres. 

Toutefois nous avons établi que toutes les souches de cereus 
cristallophores n’ont pas la méme toxicité pour diverses larves 
de Lépidoptéres. 

L’inégalité de leur action sur les vers a soie, comme |’ont 
montré nos expériences avec Vago et nos observations sur d’autres 
insectes [47, 49, 20}, nous ont incité a penser qu’il serait plus 
prudent de considérer ces souches comme étant des variétés de 
cereus. 

Nous avons pu constater d’autre part qu’on peut différencier 
certaines de ces formes grace a leurs particularités biochimiques, 
lorsqu’on s’adresse surtout 4 des souches cultivées d’une maniére 
permanente sur gélose ordinaire 4 pH 7. C’est ainsi que B. cereus 
var. alesti, que j’ai décrit avec Vago, est caractérisé, comme je 
Vai montré plus tard, par la formation dans la suspension de 
jaune d’ceuf d’un pigment (1), et, B. cereus var. sotto par son 
action rapide sur le sérum coagulé, attestant ainsi une forte action 
protéolytique [44]. 

Toutefois Steinhaus et Jerrel, dans leur publication concer- 
nant Bacillus thuringiensis, indiquent que dans la future édition 
du Manuel de Bergey, ce bacille serait classé comme une espéce 
spéciale et non pas comme une variété de B. cereus, grace a la 
présence des cristaux dans les formes végétatives de cette variétée. 

Dans une communication publiée dans ces Annales, M” B. 
Delaporte et M™ Béguin ont décrit [4] une souche entomophyte 
de B. cereus isolée par M. Vago des poussiéres des magna- 


(1) Nous avons insisté tout particulitrement sur cette remarquable 
propriété de B. cereus var. alesti de former le pigment rouge dans la 
suspension de jaune d’ceuf comme pouvant permettre un contrdle trés 
efficace dans le cas de l'utilisation de ce germe dans la lutte contre 
les larves de Lépidoptéres nuisibles. En effet on saurait toujours, 
grace a cette propriété, que seul il posséde parmi les cereus cristallo- 
phores, le reconnaitre dans les cadavres desséchés des chenilles. On 
pourrait le mettre en évidence d’autre part sans difficulté dans tout 
produit liquide ou en poudre préparé en vue de la lutte bactério- 
logique contre les insectes, ce qui est un avantage indiscutable par 
rapport 4 B. thuringiensis et aux germes d’existence incertaine 
capables de produire ce pigment dans la suspension de jaune d’ceuf 
d’une maniére inconstante. 
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neries A Anduze, dans les Cévennes, non loin d’Alés, ot existe 
la flacherie infectieuse des vers a sole due a B. cereus. var. 
alesti. 

En s’inspirant des indications qui sont présentées dans le 
travail de Steinhaus au sujet de la dénomination de toutes les 
souches cristallophores sous le nom de B. thuringiensis, elles 
la rapportent a cette espéce en classant comme thuringiensis 
par la méme occasion le B. cereus var. alestt. 

Cette communication a retenu notre attention car linterpré- 
tation de certains faits que nous avons énoncés dans nos publi- 
cations sur B. cereus var. alesti n’est pas conforme a ce que 
nous avons décrit. Les auteurs signalent en effet, que d’aprés 
nous la formation du pigment par ce germe sur la gélose ordi- 
naire additionnée de jaune d’ceuf n’est pas constante, ce qui 
enléverait 4 ce caractére sa valeur de diagnostic. Nous avons 
indiqué cependant que la formation de ce pigment est constante 
dans la suspension de jaune d’ceuf de Me Clung et Toabe, mais 
nom pas sur le milieu solide utilisé par ces auteurs. 

Depuis, nous avons pu établir que le pigment se forme éga- 
lement constamment, mais avec une intensité variable, sur gélose- 
sérum additionnée de jaune d’ceuf. 

Le fait que le pigment peut disparaitre dans les cultures 
atténuées est invoqué par les auteurs en question comme un 
argument témoignant de l’inconstance du caractére, ce qui les 
autoriserait 4 assimiler B. cereus var. alesti A B. thuringiensis. 

Nous avons, en effet, indiqué en passant que, dans certaines 
conditions spéciales de culture qui rendent le germe beaucoup 
moins virulent ou parfois complétement avirulent, le pigment 
peut disparaitre au bout d’un certain nombre de passages, mais 
nous avons constaté également et ce fail est demeuré inédit, que 
les inclusions cristallines des cereus entomophytes disparaissent 
également de ces cultures. 

L’exposé des auteurs pourrait faire croire, qu’en émettant 
Vhypothése, prouvée ensuite expérimentalement avec Vago et 
Gladiline [18], suivant laquelle la lécithinase de B. cereus var. 
alesti est toxique pour les vers A soie, nous nous sommes mis en 
opposition avec les intéressants travaux des auteurs canadiens 
sur la substance toxique cristallisée dans les formes végétatives 
des cereus entomophytes. 

En relatant l’effet toxique de la lécithinase nous avons dit que 
« sans vouloir attribuer & cet enzyme un role exclusif dans la 
toxicité de ce germe, nous estimons que la lécithinase doit étre 
retenue comme l’un des facteurs de la toxicité » [48]. 

En exposant nos conceptions sur l’effet toxique de ces germes 
pour les insectes nous n’avons pas manqué de souligner l’intérét 
des travaux canadiens (Hannay, Angus) sur lesquels nous. étions 
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nous-mémes les premiers a appeler Vattention des chercheurs 
de France. 

Nous avons méme eu l’avantage d’expérimenter cet été a Alés 
avec Vago l’effet sur les vers a soie des cristaux purifiés ainsi 
que quelques fractions de protéines isolées sur notre demande de 
B. cereus var. alesti par Fitz-James au Canada, et nous avons 
pu nous convaincre ainsi du réle toxique important de ces cris- 
taux dont I’étude se poursuit dans ce pays, et qui d’aprés les 
recherches de Hannay et Fitz-James confirmées par Angus [2], 
est une protéine dont le procédé de purification et l’étude bio- 
chimique seront relatés par ces auteurs. 

Cela n’exclut cependant nullement, comme nous |’avons dit, 
intervention d’autres facteurs dans l’effet pathogéne des cereus 
entomophytes et, en ce qui concerne la lécithinase, le récent tra- 
vail de Heimpel (6] en apporte une confirmation (2). 

Quant au germe décrit par Delaporte et Béguin sous le nom 
de thuringiensis souche « anduze », il fut isolé par Vago des pous- 
siéres des magnaneries dans la région des Cévennes. D’aprés ces 
auteurs, il se distinguerait d’alesti par quelques détails morpho- 
logiques que nous n’avons pas pu relever dans des conditions 
identiques de culture. I] produ:rait, selon les auteurs, quoique 
inconstamment, le pigment (que j’ai indiqué comme caractére dif- 
férentiel d’alesti) sur le milieu de Mc Clung et Toabe (8). 

D’aprés leur communication, ces auteurs n’ont pas eu recours 
a Vensemencement de leur souche dans Jes suspensions de jaune 
doeuf ; elles ignoraient d’autre part nos constatations inédites 
suivant lesquelles le pigment est formé par alesti constamment 
sur gélose-sérum au jaune d’ceuf. 

L’ensemencement de la souche « anduze » sur ces milieux appro- 
priés nous a conduit a conclure qu’elle est identique a alestt. 


(2) L’effet possible d’une lécithinase a été suggéré par moi en 
juillet 1953 antérieurement aux travaux de Hannay et Angus sur les 
inclusions cristallines parus respectivement en novembre 1953 et 
mars 1954 [5, 4]. 

(3) Nous remercions M. Lemoigne, Chef du Service des Fermen- 
tations a l’Institut Pasteur, de nous avoir fait remettre cette souche 
pour la comparaison avec d’autres cereus entomophytes que nous 
possédons, et notamment B. cereus var. alesti. 

La souche « anduze » a été communiquée par M. Vago a M"° Dela- 
porte et M™* Béguin d’aprés leur note, le 10 novembre 1952, alors que 
la distinction entre alesti et d’autres souches, n’avait pas encore été 
établie. 

Nous avons annoncé, en effet, la possibilité de différenciation de 
cette souche par production de pigment dans la suspension de jaune 
d’euf d’autres cereus entomophytes, pour Ja premiére fois dans une 
communication parue en 1953 [13], et nous avons insisté tout spécia- 
lement sur ce fait en 1954 [415]. 
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L’action sur les glucides est semblable pour trois souches : 
thuringiensis, alesti et sotto ainsi que pour le germe dénommé 
anduze ; ils fermentent : glucose, lévulose, saccharose et maltose, 
et sont sans action sur : lactose, galactose, arabinose, mannite, 
xylose, rhamnose, glycérol, raffinose, sorbite et inosite. 

“Les autres caractéristiques des trois souches entomophytes 
comparées a thuringiensis anduze sont présentées dans le tableau 
cl-joint (p. 648 et 649). 


Nom des germes 


Petit lait 
tes 


tournesolé 
Réduction 
des nitra- 
Hémolyse 


du sang 


des éléments 
Catalase 


Coloration 
par le Gram 
Dimension 
Leit tourne- 
sole 


B. cereus vare induit é- Digestion 
blesti 1a op pais blanc totale avec 
brillant décolora- 
eras tion du 
milieu 


Aspect Digestion |Caméléona- 
2a op terne ++ totale avec|ge trés 


cireux décolora- |net 
tion du 
milieu 


Beuche de cereus Culture Digestion Trés léger 
donommée Anduze ta op mince bril- totale avec] virage au 
lante blanc décolora- rose, sans 

grisatre tion du modificatio 

milieu importante 


IR. cereus var. Culture peu! Digestion |Caméléonage 
huringiensis Reet Bs brillante totale avec/trés net 
souche allemande épaisse décolora- 
grasse tion du 
milieu 


La virulence de la souche anduze pour Pieris brassicae, sur 
laquelle insistent les auteurs, est comparable a celle d’alesti qui 
tue dans 100 p. 100 des cas les chenilles de ce Lépidoptére. Nous 
avons mentionné du reste dans une note publiée avee M. Grison 
qui fut, sur notre demande, associé par l'Institut Pasteur a des 
recherches sur la lutte biologique par l utilisation des bactéries, 
poursuivie dans mon service depuis 1948 [20}. 

B. cereus var. alesti, comme l’ont montré nos expériences, est 
en outre virulent per os pour les larves de divers autres Lépi- 
doptéres et notamment Hyponomeuta cognatella, H. padella, 
Malacosoma neustria et, dans une certaine mesure, pour Galleria 
melonella qui est complétement réfractaire A B. cereus var. thu- 
ringtensis et var. sotto. 

L’intérét que présentent les inclusions cristallines des cereus 
entomophytes et importance qu’on tend a leur accorder du point 
de vue de la position taxonomique de ces bacilles, nous incitent 
a relater ici quelques observations sur le comportement de ces 
inclusions dans les conditions appropriées de culture que nous 
avons étudiées depuis la parution du travail de Hannay. 


SOUCHES CRISTALLOPHORES DE CEREUS 649 


Nous avons cherché a savoir tout d’abord si ces inclusions 
pouvaient étre éliminées des formes végétatives des bacilles qui 
les portent. 

Dans ce but nous avons eu recours d’abord a la production 
de cultures asporogénes des germes que nous possédons, et nous 
avons constaté que ces inclusions disparaissaient des formes 
végétatives de B. cereus var. alesti et var. sotlo dans les cultures 
obtenues par la méthode de Rosenthal [9] légérement modifiée. 


Pomme de 
terre 
Acethyl- 
méthyl- 
carbinol 
Lécithinase 
Gélose or- 
dinaire au 
jaune 
d'oeuf 
liquéfac- 
tion de la 
gélatine 
de 


oO 
o 
Q 
° 
3) 
= 
a 
80 


9 j-: pas de |/Culture Blanchiment|Blanchiment |A 30° 

f luorescenc- |grasse pigment pigment liquéfac- 
brillante + ou - rouge tion 
rouge= totale le 
brique 4e jour 


Proéuction 
SHo 
Production 


Culture Blanchiment|Blanchiment | Liquéfac- 
terne, pas de tion 
blane~ pigment i totale en 
grisatre 24 he 


ulture Blanchiment|Blanchiment |A 30° 
grasse pigment + |pigment + liquéfac- 
brillante 


Blanchiment |Blanchiment 

pas de pas de 

pigment pigment 
totale en 
4 jours 


Cette disparition se produisit au bout de 5 a 6 passages par 
filtrats, parfois plus tard, mais, devenues asporogénes, les 
cultures ne contenaient plus de cristaux. 

Ces cultures resporulaient rarement et trés faiblement compa- 
rativement aux souches normales et, méme dans ce cas, elles ne 
reformaient plus ni cristaux, ni pigment. 

D’autre part, en cultivant B. cereus var. alesti sur gélose 
i pH 9-9,5, nous avons constaté que ce germe pouvait perdre, 
apres une trentaine de passages également, ses cristaux tout en 
continuant a former les spores (4). 

Sur trois essais de passages de B. cereus var. alesti sur gélose 
a pH 9-9,5, nous avons obtenu dans un cas seulement, aprés le 
trente et uniéme passage, la disparition totale des cristaux sans 
réapparition ultérieure aprés retour sur milieu 4 pH 7; dans un 
eas sur deux autres, qui fut contrdlé, ces inclusions disparurent 


(4) Les mesures du pH des milieux de culture ont été effectuées par 


les soins du service de M. Sandor a qui nous tenons a exprimer notre 
reconnaissance. 
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Fic. 1. — I. B. cereus var. alesti, culture de vingt-quatre heures; II, Souche 


, 


« anduze », culture de vingt-quatre heures ; JIT. B. cereus var. alesti, culture 
de cing jours ; IV. Souche « anduze », culture de cing jours. 
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au bout du vingt-sixiéme passage et n’existaient plus jusqu’au 
trente-cinquiéme passage. 

Cette derniére culture, méme lorsque les cristaux y faisaient 
défaut, demeurait toxique pour les vers a soie quoique bien 
moins que les cultures normales. Les cristaux réapparurent 
cependant dans les formes végétatives aprés repiquage sur gélose 
neutre. 

On peut done faire disparaitre les cristaux de cereus entomo- 
phytes, soit en ayant recours a des cultures asporogénes, soit 
parfois mais inconstamment en cultivant ces bacilles sur gélose 
fortement alcaline, et cela sans qu’ils réapparaissent lorsqu’ils 
sont cultivés ensuite sur gélose ordinaire A pH 7. 

La plupart des souches de cereus entomophytes cristallophores 
attestent cependant, et plus particuliérement B. cereus var. alesti, 
une stabilité remarquable lorsqu’elles sont cultivées aprés leur 
isolement sur gélose ordinaire neutre. 

Nous avons aussi cherché a connaitre si ces cristaux peuvent 
réapparaitre dans les cultures rendues asporogénes (5). 

Dans ce but, nous avons effectué l’injection de suspensions de 
ces cultures aux insectes qui se prétent tout particuliérement 
a ces expériences, les chenilles de Galleria melonella qu’on peut 
avoir en grande quantité. 

Nous avons pu établir ainsi que les bacilles asporogénes 
(B. cereus var. alesti et var. sotto) injectés a dose mortelle 
resporulaient dans les cadavres des chenilles mortes et, qu’isolés 
de ces insectes, ils devenaient cristallophores, soit aprés un seul, 
soit aprés plusieurs passages. 

Les souches cristallophores ainsi obtenues: se sont montrées 
toxiques et pathogénes per os pour les vers 4 soie, mais leur 
virulence pour ces insectes était plus faible que celle de B. cereus 
var. alesti qui avait servi a l’obtention des cultures asporogénes. 
Ces souches ne reformaient pas, d’autre part, le pigment carac- 
térisant la souche alesti normale, mais produisaient le blanchi- 
ment du jaune d’cuf. 

Ces essais nous font penser que les cristaux, qui sont apparus 
dans ces cultures, ne sont pas de méme nature que ceux qui 
ont été éliminés de la culture de B. cereus var. alesli au cours 
du traitement pour l’obtention de l’asporogénie. 

Etant donné que les cultures asporogénes, aprés leur passage 


(5) Nous définissons comme asporogénes les cultures qui sont tuées 
par chauffage 4 80°C aprés une heure et ne contiennent pas apparem- 
ment de spores 4 l’examen microscopique. Cette définition est donnée 
sous réserve d’une suppression parfois temporaire de la sporogenése. 
La réalisation de ce type de cultures a exigé, pour les souches ento- 
mophytes de cereus, plus de quarante passages par filtrats selon le 
procédé de Rosenthal. 
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par Galleria tout en redevenant sporogénes et cristallophores, 
n’exercaient plus le méme effet pathogéne sur les vers a sole, 
on peut admettre que les nouvelles inclusions cristallines sont 
en rapport avec le passage sur un autre insecte (6). 

Il semble aussi que les cristaux, qui sont apparus dans le corps 
des bacilles, ne sont pas des constituants normaux de leur cyto- 
plasme. 

Ce qui ressort nettement, c’est que les inclusions cristallines 
protéiques des cereus entomophytes se comportent comme une 
matiére, qui une fois apparue dans les corps bacillaires a la 
suite de passage par le sang de l’insecte s’y maintient dans des 
conditions appropriées de culture. 

Le fait que les souches entomophytes des cereus peuvent étre 
amenées 4 perdre leurs cristaux sans les reformer par la suite, 
ne permet pas d’accorder a ces inclusions cristallines une valeur 
taxonomique absolue. 

On est ainsi conduit 4 penser que les souches cristallophores 
de cereus ne sauraient étre considérées comme faisant partie 
d’une espéce spéciale B. thuringiensis, mais bien comme des 
variétés ou souches de B. cereus pourvues d’inclusions cristal- 
lines différentes. 

En ce qui concerne B. cereus var. alesti chez lequel la pré- 
sence de ces inclusions cristallines alteste une stabilité remar- 
quable dans les cultures sur gélose ordinaire neutre et s’accom- 
pagne en plus de l’aptitude & former constamment le pigment sur 
les milieux appropriés, cette variété ne saurait étre confondue avec 
une autre forme de cereus cristallophore actuellement connue. 

La variété alesti se différencie également de ces autres formes 
de cereus par son effet pathogéne quasi-universel pour les larves 
des divers Lépidopteéres, ainsi que nous l’avons déja indiqué anté- 
rieurement [49, 20], la toxicité des autres cereus cristallophores 
étant variable selon les hétes. 


REsuME. 


La souche cristallophore de cereus entomophyte provenant des 
poussiéres des magnaneries et dénommée Bacillus thuringiensis 
souche anduze [4] est identique 4 l’agent pathogéne de la flacherie 
infectieuse des vers A soie antérieurement décrite sous le nom de 
B. cereus var. alesti Toum. et Vago. La réunion de toutes les 


(6) Notons que linjection & Galleria d’eau physiologique sous le 
méme volume que les suspensions bactériennes n’a jamais provoqué 
la pullulation des bactéries aérobies sporogénes dans leur cavité géné- 
rale. La flore bactérienne intestinale de Galleria est, du reste, tres 


pauvre et ne comporte en général qu’un streptocoque décrit par 
Chorine [40]. 
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souches cristallophores de cereus sous la dénomination de 
B. thuringiensis, est sujette A caution, pour les raisons invoquées 
dans ce travail. 

Les observations concernant la suppression et la réapparition 
des inclusions cristallines de cereus entomophytes sont relatées 
dans cette étude. 
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ETUDE DE LA DEGRADATION 
DE LA SERUMALBUMINE HUMAINE 
PAR UN EXTRAIT DE RATE DE LAPIN 


Il. — MISE EN EVIDENCE DE TROIS GROUPEMENTS 
SPECIFIQUES DIFFERENTS DANS LE MOTIF ANTIGENIQUE 
DE L'ALBUMINE HUMAINE ET DE TROIS ANTICORPS 
CORRESPONDANTS DANS LE SERUM DE LAPIN 
ANTI-ALBUMINE HUMAINE (°). 


par Craupg LAPRESLE (**). 


(Institut Pasteur, Service de Chimie Microbienne) 


L’objet de ce travail est l'étude immunologique de la dégra- 
dation d’un antigéne protéidique, la sérumalbumine humaine, par 
les protéases endocellulaires vraisemblablement responsables de 
sa dégradation in vivo. 

Nous avons utilisé comme préparation enzymatique un extrait 
de rate de lapin, la rate étant un des organes riches en cellules 
les plus incriminées dans la dégradation de Vantigéne. L’établis- 
sement préalable des conditions optimum d’activité et l’étude du 
mode d’action d’un tel extrait font l’objet de la premiére partic 
de ce travail [42]. 

Nous avons en vue ici l’étude immunochimique de la dégra- 
dation de l’albumine humaine dans ces conditions et, en particu- 
lier, la mise en évidence grace a elle des groupements spécifiques 
constitulifs du motif antigénique de l’albumine humaine et d’anti- 


corps correspondants dans le sérum de lapin  anti-albumine 
humaine, 


MATERIEL. 


L’antigéne et la préparation enzymatique sont les mémes que 
ceux décrits dans la premiére partie de ce travail [42]. 

Nous avons utilisé comme sérum anti-albumine des solutions 
de y-globulines de lapins immunisés contre l’albumine humaine. 


(*) Manuscrit recu le 24 aofit 1954. 
(**) Attaché de Recherches A l'Institut National d’Hygiéne et boursier 
du Fonds d’Etudes de la Société Médicale des Hépitaux de Paris. 
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L’albumine humaine, adsorbée sur alumine, est injectée par 
voie intraveineuse a 6 lapins. Les injections sont faites quatre 
fois par semaine, 4 vingt-quatre heures d’intervalle, pendant trois 
semaines. La quantité d’albumine par injection est de 1 mg ia 
premiére semaine, 2 mg la deuxiéme semaine, 4 mg la iroisiéme 
semaine. Les lapins sont saignés a blanc huit jours aprés la 
derniére injection et leurs sérums sont mélangés. Afin d’obtenir 
un taux d’anticorps élevé, les y-globulines sont précipitées par 
le sulfate d’ammonium au 1/3 de saturation, remises en solution 
dans un petit volume d’eau bidistillée, puis dialysées contre de 
eau physiologique jusqu’a élimination complete du sulfate d’am- 
monium, Plusieurs solutions de y-globulines (désignées dans ce 
travail sous le nom de sérum anti-albumine) ont été ainsi préparées 
et conservées en présence de merthiolate de soude au 1/10 000. 


METHODES. 


Move opgéRATorRE. — La dégradation de Valbumine a été 
conduite comme dans les expériences avec |’électrophorése sur 
papier de la premiére partie de ce travail [42]. L’extrait de rate 
de lapin, préparé a 20 p. 100, est dilué au 1/10 dans le tampon 
de Michaelis (véronal-acétate de soude) 4 pH 3. L’albumine est 
mise en solution 4 2 p. 100 dans l’eau physiologique. On mélange 
dans des tubes 0,5 ml d’extrait de rate, 0,5 ml d’albumine, 
I goutte de chloroforme. Les concentrations finales d’extrait de 
rate et d’albumine sont donc de 1 p. 100 environ. Les tubes sont 
bouchés et placés au bain-marie 4 37°. A la fin de la digestion 
le milieu est neutralisé par addition de I goutte de soude N, 
clarifié par centrifugation et conservé a la glaciére aprés addition 
de I goutte de merthiolate de soude a 0,2 p. 100. Simultané- 
ment des tubes sont préparés de la méme facon, mais avec un 
extrait: de rate préalablement inactivé par chauffage 4 60° pendant 
trente minutes. Ce sont ces échantillons, conservés quarante-huit 
heures a pH 38 et 4 87°, qui sont désignés dans ce travail sous 
le nom d’albumine témoin. 

Nous avons ainsi étudié le mélange extrait de rate-albumine 
aprés digestion par les méthodes suivantes : 


PRECIPITATION SPECIFIQUE EN MILIEU GELIFIZ. —- Nous avons 
utilisé la méthode de double diffusion d’Ouchterlony [16], modifiée 
de facon a pouvoir étudier simultanément un grand nombre 
d’échantillons [9]. Le sérum anti-albumine utilisé précipitait 
environ 1 mg d’albumine par millilitre au point d’équivalence. 


PRECIPITATION SPECIFIQUE QUANTITATIVE D’HEIDELBERGER’ ET 
Kenvatr. [4]. — Les courbes I et II ont été faites avec 0,4 ml de 
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sérum et une quantité croissante d’antigéne dans mn volume 
constant de 0,2 ml. Les courbes III et IV ont été faites avec 
0,2 ml de sérum et une quantité croissante d’antigéne dans un 
volume constant de 0,2 ml. ‘Les courbes ont été faites en duplicata. 
Les surnageants des duplicata correspondant 4 chacun des points 
des courbes ont été mélangés pour étre testés en milieu gélifié 
avec le sérum et l’antigéne. L’ordre des surnageants dans les 
plaques de gélose correspond aux points successifs des courbes. 


IMMUNOELECTROPHORESE SELON LA TECHNIQUE DE GRABAR ET 
Wituiams [8]. — Les immunoélectrophoréses ont été faites dans 
les conditions suivantes : quantité de liquide a analyser : environ 
0,01 ml; tampon véronal pH: 8,2; »: 0,05 dans les bacs et 
0,025 dans la gélose ; V/em: 4; I: 65 mA; durée: six heures. 


ELECTROPHORESE EN GELOSE COLOREE SELON LA TECHNIQUE D’ URIEL 
eT Scnerpeccer [47]. — L’électrophorése est faite simultanément et 
dans les mémes conditions que l’immunoélectrophorése. La révé- 
lation est faite par le bleu de bromophénol en solution aqueuse 
4 0,1 p. 100 aprés fixation par l’alcool 4 60 p. 100 dans l’acide 
acétique a 2 p. 100. 


RESULTATS. 


1° PRECIPITATION SPECIFIQUE EN MILIEU GELIFIE. — La planche I, 
figure 1, montre l’aspect de la ligne de précipitation formée en 
milieu gélifié par l’albumine au cours de sa dégradation, et le 
sérum anti-albumine. La ligne a correspond 4 une impureté 
d’a-globuline. Nous ne l’avons observée qu’avec cet échantillon 
de sérum. La ligne A, correspondant a l’albumine, se divise en 
trois lignes distinctes dénommées a, b, c suivant leur ordre d’appa- 
rition et leurs intensités décroissantes. Les lignes a et b sont 
visibles aprés vingt-quatre heures de dégradation. La ligne ¢ est 
visible aprés quarante-huit heures de dégradation. Ces lignes 
s’observant pour des concentrations d’antigéne et d’anticorps trés 
variables et, en particulier, dans le cas de la planche I, figure 1 
pour un excés considérable d’antigéne (environ dix fois la quantité 
correspondant au point d’équivalence), il est trés peu probable 
que chacune d’entre elles corresponde a plus d’un systéme préci- 
pitant. L’albumine non dégradée (OH et T) forme donc avec le 
sérum anti-albumine un systéme précipitant et lalbumine dégradée 
pendant quarante-huit heures trois systémes précipitants. 


_2° PRECIPITATION SPECIFIQUE QUANTITATIVE. — Les études quan- 
litalives conduisent aux mémes conclusions. 

La courbe I (fig. 1) obtenue avec lalbumine témoin est carac- 
teristique de l’existence d’un seul systéme précipitant. Elle est 
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réguliére, présente un sommet net et la solubilisation du précipité 
dans la zone d’excés d’antigéne est pratiquement complete. 
L’étude des surnageants (pl. I, fig. 2) montre, en effet, l’exis- 
tence d'une zone étroite d’équivalence et d’une seule ligne de 
précipitation dans la zone d’excés d’antigéne. 

La courbe II (fig. 1) obtenue avec l’albumine dégradée pendant 
quarante-huit heures fait suspecter au contraire l’existence de 


1 


I.Albumine témoin 
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(Sa) 
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II.Albumine dégradee pendant 48 
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ee 
0° -02 05 a 1 15 2 25 3 3,5 4 
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plusieurs systémes précipitants. Elle est irréguliére, aplatie et la 
précipitation se poursuit dans la zone d’excés d’antigéne, ta 
courbe II croisant ainsi la courbe IJ. L’étude de ses surna- 
geants (pl. I, fig. 2) révéle effectivement l’absence de zone d’équi- 
valence, remplacée par une zone intermédiaire ot les surnageants 
réagissent 4 la fois avec l’antigéne et l’immunsérum, et l’appa- 
rition successive de trois lignes de précipitation dans la zone 
d’excés d’antigéne. 

L’importante différence constatée dans la quantité totale de 
précipité entre les deux courbes, alors que tous les anticorps 
anti-albumine ont été précipités dans les deux cas, a la méme 
signification. En effet, la quantité beaucoup moins grande de pré- 
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cipité obtenue avec Valbumine dégradée, presque deux fois 
moins, ne peut étre due au fait que le sérum antiLalbumine ne 
srécipite dans ce cas qu'une partie de la moléeule d’albumine. 
car la proportion d’azote fournie par Tantigéne dans Fazote du 
précipité spécifique est trop faible pour rendre compte d'une 
telle difference. Elle ne peut s‘expliquer que par la solubilisatiion 
successive en exeés d’antigéne des trois systémes précipitants en 
présence dans le cas de Palbumine dégradée. On peut constater 
@ailleurs que les surnageants (marqués d'une ereix, pl. I, fig. 2) 
de la courbe II, o& apparait un net exeés de chacun des trois 
antigénes, correspondent sur cette courbe II aux trois aceidents 
(marqués dune croix, fig. 1) les plus significatifs et représentaat 
yraisemblablement les maximum de trois courbes élémeniaires dont 
la somme constitue la courbe observee. 

Pour mieux étudier Ia zone dexeés danticorps, nous avens 
refait ces courbes quantitatives avec un sérum beaucoup plus 
riche en anticorps, de fagon 2 avoir dans les surnageants, compte 
tenu de la dilution avec l'antigéne, une quantité suffisante d'anti- 
corps. Les courbes ainsi obtenues, courbe Ill avee lalbumine 
témoin et courbe IV avec l'albumine dégradée pendant quarante- 
huit heures, reproduisent (fig. 2) l'aspect Imitial et le eroisement 
des courbes I et II. L’étude de leurs surnageants (pl. II, fig. 3) 
confirme : @) dans le cas de l'albumine témoin, lexistence d'une 
rone étroite d’équivalence et d'une seule ligne de préeipitation 
dans la zone d’excds d’antigéne (1); 6) dans le cas de lalbumine 
dégradée, absence de zone d’équivalence et l'apparition succes- 
sive dans la zone d’excés d’antigéne de plusieurs hgnes de préci- 
pitation (deux seulement ici du fait du déplacement des points 
d’équivalence). 

Mais surtout l’étude des surnageanis des courbes Ill et IV 
montre (pl. Il, fig. 3) une seule ligne de préeipitation dans la 
zone d’excés d’anticorps de la courbe III obtenue avee [albu- 
mine témoin et trois lignes de précipitation disparaissant Pune 
aprés autre dans la zone d'exeés danticorps de la courbe IV 
obtenue avee T'albumine dégradée pendant quarantehuit heures. 

Nous avons enfin testé avec lalbumine dégradée les surna 
des courbes I et III obtenues avec Yalbumine témoin et watuad 
l'albumine témoin les surnageants des courbes IT et IV obtenues 


(2) Le dédoublement de cette ligme au niveau de deux des hassins 
de surnageants ne traduit pas lexistence de deux systémes précipitants 
puisqu’il disparait avec laugmentation de la quantité d@ antigene 
dans les surnageants. C'est un exemple de ces dédeublements nen 
spécifiques sur la possibilité desquels latiention a && attirée récem- 
ment [4, 48] et que nous n’avons d’ailleurs observé que dans eette 
seule expérience. 


DEGRADATION DE LA SERUMALBUMINE HUMAINE 659 


avec Valbumine dégradée. On voit ainsi (pl. I, fig. 2 et pl. II, 
fig. 3) que le sérum anti-albumine ne réagit plus avec l’albumine ~* 
dégradée une fois épuisé par l’albumine témoin et, inversement, 
ne réagit plus avec lalbumine témoin une fois épuisé par l’albu- 
mine dégradée. ‘Les trois groupements spécifiques de l’albumine 
dégradée sont donc non seulement des constituants, mais encore, 
semble-t-il, les seuls constituants du motif antigénique de l’albu- 


I. Albumine témoin 


IV. Albumine dégradée pendant 48 heures 


mg AN précipité /me de serum 
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mine humaine. Ce fait élait déja suggéré par la coalescence par- 
faite en double diffusion (pl. I, fig. 1) des lignes a, b, ¢ et de la 
ligne formée par l’albumine non dégradée (OH et T). De méme 
Vanticorps anti-albumine n’est fait que du mélange des trois 
anticorps réagissant avec l’albumine dégradée. Ces trois anti- 
corps sont, en outre, épuisés l’un aprés l’autre par |’albumine 
témoin, comme le montre (pl. II, fig. 1) étude avec l’albumine 
dégradée des surnageants de la courbe III obtenue avec l’albu- 
mine témoin. 


3° IMMUNOELECTROPHORESE ET ELECTROPHORESE EN GELOSE DE 
L’ALBUMINE. — Nous avons étudié simultanément par immuno- 
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électrophorése et électrophorése en gélose (pl. HI, fig. 5) l’albu- 
mine humaine au cours de sa dégradation en nous servant pour 
Yimmunoélectrophorése du méme sérum anti-albumine que pour 
l’établissement des courbes I et II. 

L’étude immunoélectrophorétique confirme la formation par 
l'albumine dégradée et le sérum anti-albumine de trois lignes de 
précipitation distinctes a, b, c, qui paraissent correspondre 
4 celles observées sur la figure 1, d’aprés leur ordre d’appari- 
tion, leurs positions respectives 4 partir de la source d’antigéne 
et leurs intensités. La ligne formée par l’albumine témoin (T), si 
elle est légerement modifiée, plus allongée que celle de l’albumine 
initiale (OH), reste cependant unique et a la méme mobilité que 
celle de l’albumine initiale. La formation des trois lignes a, 6, ¢ 
est donc bien liée a la dégradation enzymatique et non a une 
dénaturation de l’albumine du fait des conditions expérimentales, 
pH en particulier. 

Les trois lignes a, b, c ont d’autre part une série de caracté- 
ristiques qui permettent de les identifier et de les interpréter 
encore plus stirement que par les méthodes précédentes : 1° elles 
apparaissent ensemble aprés vingt-quatre heures de dégradation ; 
Vabsence de ligne c, a ce stade en double diffusion (pl. I, fig. 1) 
est done due 4 sa superposition avec la ligne a; 2° elles ont des 
mobilités différentes les unes des autres, ce qui montre qu’elles 
sont formées par des fractions différentes du point de vue électro- 
phorétique et élimine formellement la possibilité, peu vraisem- 
blable déja du fait des résultats de la précipitation quantitative, 
qu’elles soient dues a des précipitations périodiques non spéci- 
fiques étudiées récemment [4, 18] ; 3° elles ont des mobilités diffé- 
rentes de celles de l’albumine non dégradée (a et b sont plus 
rapides, c est plus lente). Aucune d’entre elles ne correspond 
donc a l’albumine initiale ; 4° les lignes a, b et e¢ sont indépen- 
dantes les unes des autres. Ce fait, évident en ce qui concerne 
les lignes a et b, est moins net en ce qui concerne les lignes a 
et c, mais a pu étre mis en évidence de facon indiscutable dans 
d’autres expériences immunoélectrophorétiques dont nous ne 
reproduisons pas ici les photographies. Les constituants a, b, ¢ 
semblent done n’avoir aucune parenté immunologique ou en 
d'autres termes ne donner entre eux aucune réaction croisée. 

La comparaison enfin de l’immunoélectrophorése et de l’électro- 
phorése en gélose permet d’identifier a, b et ¢ parmi les différents 
produits de dégradation de l’albumine. L’électrophorése en gélose, 
en effet, confirmant a cet égard l’électrophorése sur papier [42], 
montre quau cours de la dégradation de l’albumine, la tache 
formée par celle-ci se modifie, devient plus étalée et. plus rapide 
et quil apparait des produits de mobilités plus lentes, migrant 
vers la cathode. Elle montre de plus que la tache d’albumine 
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devient hétérogéne et se dédouble en deux taches distinctes. Sa 
comparaison avec l’immunoélectrophorése montre que les trois 
lignes a, b, ¢ ne correspondent pas a l’ensemble des produits de 
dégradation de l’albumine, mais seulement a ceux dont les mobi- 
lités sont les plus rapides et les plus voisines de celle de l’albu- 
mine non dégradée. 


4° IMMUNOELECTROPHORESE DU SERUM ANTI-ALBUMINE. — L’immu- 
noélectrophorése permettant de mettre en évidence des écarts de 
mobilité trés faibles entre des anticorps différents [49], nous avons 
étudié par cette méthode les anticorps anti-albumine en faisant 
migrer le sérum anti-albumine et en le faisant réagir avec l’albu- 
mine témoin et l’albumine dégradée pendant quarante-huit heures. 
Nous avons utilisé le méme sérum anti-albumine que pour |’éta- 
blissement des courbes III et IV. La planche II, figure 4 montre 
que les trois lignes formées par l’albumine dégradée sont légé- 
rement décalées les unes par rapport aux autres, de plus en plus 
lentes 4 mesure qu’on s’éloigne du bassin d’antigéne (en gélose, 
dans nos conditions opératoires, les y-globulines migrent vers la 
cathode). Les différences de mobilité que révéle ici l’immuno- 
électrophorése sont beaucoup plus discrétes que dans le cas des 
antigénes. Elles sont surtout apparentes par la comparaison des 
extrémités antérieures des trois lignes de précipitation, leurs 
sommets étant plus difficiles a déterminer. 


Discussion. 


L’ensemble des résultats que nous venons de rapporter montre 
que le motif antigénique de l’albumine humaine, responsable de 
sa précipitation par un sérum anti-albumine, comporte trois 
groupements spécifiques différents a, b, c correspondant a des 
produits de dégradation de Valbumine n’ayant pas les mémes 
mobililés électrophorétiques. Nous avons vu de plus que ces trois 
groupements spécifiques sont apparemment les seuls qui existent 
dans ce motif antigénique. On doit donc s’attendre a ce qu'une 
dégradation plus poussée ne puisse en mettre d’autres en évi- 
dence. Par contre, il n’est pas théoriquement impossible qu’une 
telle dégradation ne fasse apparaitre a4 son tour l’hétérogénéité 
de l’un ou de plusieurs des trois groupements spécifiques que 
nous avons identifiés. Ceci est cependant peu vraisemblable avec 
notre préparation enzymatique, puisque, les trois lignes a, b, c 
étant visibles aprés vingt-quatre heures de dégradation, aucune 
nouvelle ligne n’apparait dans les vingt-quatre heures suivantes, 
alors que la dégaradation s’est poursuivie durant celte période [43]. 
A ces groupements spécifiques de l’albumine humaine corres- 
pondent d’autre part dans le sérum de lapin anti-albumine trois 
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anticorps distincts individualisés non seulement par leurs spécl- 
ficités immunologiques, mais aussi, semble-t-il, par des diffé- 
rences discrétes de mobilité électrophorétique. 

Le fait que la spécificité d’un antigéne soit liée ainsi a la pré- 
sence de groupements spécifiques multiples auxquels corres- 
pondent des anticorps distincts est admis depuis longtemps. 
Suggéré déja par étude des réactions croisées [6, 15], il a été 
démontré essentiellement par les travaux sur les antigénes arti- 
ficiels [43]. Cependant, le dénombrement et l’identification des 
groupement spécifiques d’un antigéne naturel n’avait pas été jus- 
qu’ici possible. De plus, cette hétérogénéité des anticorps vis- 
a-vis d’une molécule d’antigéne avait été plus souvent envisagée 
comme résultant du mélange d’anticorps de spécificité similaire, 
mais plus ou moins bien adaptée au motif antigénique de l’anti- 
géne, que comme résultant du mélange d’anticorps de spécificités 
complétement différentes les unes des autres. C’est néanmoins ce 
deuxiéme cas qui est réalisé dans nos expériences et qui rend 
compte des systémes de réactions croisées formées par l’albu- 
mine entiére avec ses produits de dégradation (pl. I, fig. 1). 

L’existence d’anticorps différents, correspondants aux grou- 
pements spécifiques multiples d’un antigéne, a d’autre part été 
invoquée par Jennings pour expliquer la formation éventuelle en 
milieu gélifié de plus d’une ligne de précipitation par un seul 
systéme précipitant [8]. Nos expériences, et en particulier l’étude 
comparative (pl. II, fig. 8) avec l’albumine témoin et l’albumine 
dégradée des surnageants des courbes III et IV montrent que ce 
fait ne se produit que si l’albumine a été préalablement dégradée, 
c’est-a-dire 4 condition que les groupements spécifiques en cause 
ne soient plus portés par la molécule d’antigéne initiale, mais 
par des fractions de cette molécule indépendantes les unes des 
autres, Il n’est pas impossible d’ailleurs que cette éventualité ait 
été réalisée dans certaines des expériences de Jennings, comme 
le souligne lui-méme cet auteur [7]. 

Par ailleurs, une des caractéristiques essentielles de la prépa- 
ration enzymatique que nous avons utilisée est de ne faire subir 
4 la mélocule d’albumine qu’une dégradation relativement peu 
importante, se traduisant par la rupture d’un nombre trés faible 
de liaisons peptidiques et aboutissant A la formation de produits 
intermédiaires de dégradation hétérogénes [412]. Ceux-ci se répar- 
tissent du point de vue électrophorétique en deux groupes : l'un 
formé de peptides de mobilités voisines de celle de lalbumine et 
se révélant surtout par les modifications de la tache d’albumine 
qu’ils entrainent, l'autre formé de peptides de migration plus 
lente. Nous avons vu que les groupements a, b, c, responsables 
de la_précipitation de Yalbumine humaine, correspondaient aux 
produits de dégradation du premier groupe. Ce fait suggére que 
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leurs structures sont relativement proches de celle de 1|’albumine 
et qu’ils sont formés par les produits initiaux de sa dégradation. 
Les peptides de mobilité plus lentes, qui ne précipitent pas avec 
le sérum anti-albumine, correspondent, soit & une portion de la 
molécule d’albumine ne. participant pas a la constitution de son 
motif antigénique, soit 4 des produits de dégradation plus poussée 
des groupements spécifiques a, b, c ayant perdu leur pouvoir 
précipitant. Ces constatations sont en accord avec les résultats 
déja obtenus dans ce domaine. Si, en effet, la capacité de se 
combiner avec l’anticorps peut étre conservée par des peptides 
de poids moléculaire trés faible résultant d’un dégradation pro- 
fonde, comme l’ont montré en particulier les travaux de Land- 
steiner sur les produits d’hydrolyse de la soie [44], le pouvoir 
précipitant, par contre, n’est conservé que si la dégradation de 
Vantigéne n’a pas été poussée trop loin. C’est ce qui résulte par 
exemple de l’étude de Vhydrolyse pepsique a ses stades 
initiaux [5, 41], de l’étude de la plakalbumine formée a partir de 
Yovalbumine sous l’action d’une protéase de Bacillus subtilis {40}. 

Du point de vue physiologique, on ne peut manquer de faire 
un rapprochement entre l’existence chez le lapin de protéases 
cellulaires capables de cliver le motif antigénique de l’albumine 
humaine en trois groupements spécifiques distincts et la présence 
dans le sérum de lapins immunisés avec l’albumine humaine non 
dégradée d’anticorps dirigés contre chacun de ces groupements, 
sans apparemment aucun anticorps dirigé contre plusieurs 
d’entre eux. Ces deux faits peuvent étre hés a la position des 
groupements spécifiques a, b, c sur la molécule d’albumine, posi- 
tion éventuellement telle que ces groupements suscitent indépen- 
damment la formation d’anticorps et soient dans nos expériences 
séparés les uns des autres par le clivage enzymatique. Leur rap- 
prochement suggére cependant la possibilité qu’in vivo l’action 
protéolytique se soit exercée avant la formation d’anticorps. 
Cette conception, ot 4a un premier stade de dégradation de I’anti- 
géne succéderait un deuxiéme stade de synthése de l’anticorps 
sous l’influence des débris de cet antigéne, a déja été envisagée 
dans le cas des antigénes en suspension [2]. 

Les expériences que nous venons de rapporter montrent enfin 
l’intérét des méthodes immunochimiques dans |]’étude de la dégra- 
dation enzymatique des protéines en général. En effet, alors que 
l’électrophorése et, plus encore, les mesures chimiques de la 
dégradation de Valbumine pouvaient laisser penser qu’une por- 
tion importante de l’albumine n’avait pas été attaquée [42], 
Vimmunoélectrophorése montrait la disparition apparemment 
compléte de l’albumine initiale. Du fait de leur sensibilité et de 
leur spécificité, les techniques immunochimiques sont donc 
capables de mettre en évidence, au cours de la protéolyse, des 
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modifications du substrat inapparentes avec les méthodes classi- 
quement utilisées dans ce domaine. 


CoNCLUSIONS. 


1° Le motif antigénique de la sérumalbumine humaine comporte 
trois groupements spécifiques différents. Ces trois _groupements 
spécifiques sont séparés par hydrolyse enzymatique de |’albumine 
a pH 8 par un extrait de rate de lapin et correspondent a des 
produits de dégradation de l’albumine de mobilités électrophoré- 
tiques différentes et précipitant séparément avec un sérum de 
lapin anti-albumine. 

2° Le sérum de lapins immunisés avec la sérumalbumine 
humaine non dégradée contient trois anticorps différents corres- 
pondant aux trois groupements spécifiques de lalbumine et sem- 
blant avoir des mobilités électrophorétiques légérement diffé- 
rentes les unes des autres. 


Nous tenons a exprimer notre reconnaissance a M. P. Grabar 
pour les encouragements et les précieux conseils que nous avons 
recus de lui au cours de ce travail. 

Nous remercions M. M. Challeil pour son aide technique. 


SUMMARY. 


1° The antigenic pattern of human serum albumin comprises 
three different, specific groupings. These three specific groupings 
are seperated by enzymatic hydrolysis of the albumin at pH 3 
utilising an extract of rabbit’s spleen, and correspond to degra- 
dation products of the albumin of different electrophoretic mobi- 
lity, and precipitate separately with rabbit anti-albumin serum. 

2° Rabbit serum immunised with normal human serum albumin 
contains three different antibodies corresponding to the three 
specific groupings of the albumin, and appearing to exhibit 
slightly different electrophoretic mobilities. 
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LEGENDES DES PLANCHES 


PLANCHE I 


Fic. 1. — Précipitation spécifique en milieu gélifié par double diffusion. Le sérum 
anti-albumine est dilué au 1/2 dans la gélose. Les échantillons d’albumine sont 
désignés de la fagon suivante : albumine dégradée pendant zéro heure : OH ; pen- 
dant six heures: 6 H; pendant vingt-quatre heures: 24 H; pendant quarante- 
huit heures : 48 H, et albumine témoin: T. Photographie prise le quatritme 
jour d’évolution de la plaque de gélose. 


Fic. 2. — Etude des surnageants des courbes I et II par précipitation spécifique en 
milieu gélifié. Le sérum anti-albumine est dilué au 1/2 dans la gélose. L’albumine 
est diluée au 1/10 dans V’eau physiologique. Les surnageants ne sont pas dilués. 
Photographie prise le troisitme jour d’évolution de la plaque de gélose. 


PLANCHE II 


Fic. 3. — Etude des surnageants des courbes III et IV par précipitation spécifique 
en milieu gélifié. Le sérum anti-albumine est dilué au 1/4 dans la gélose. L’albu- 
mine est diluée au 1/10 dans l’eau physiologique. Les surnageants ne sont pas 
dilués. Photographie prise le deuxitme jour d’évolution de la plaque de gélose. 


Fic, 4. — Immunoélectrophorése du sérum anti-albumine. Photographies prises 
le premier ct le deuxitme jour d’évolution de la plaque de gélose. 


PLANCHE III 


Fic. 5. — Immunoélectrophorésa et élecltrophorése en gélose de Valbumine. Les 
échantillons d’albumine sont désignés de hk facon suivante : albumine dégradée 
pendant zéro heure: OH; pendant six heures: 6 H ; pendant vingt-quatre 
heures: 24 H ; pendant quarante-huit heures: 48 H, et albumine témoin: T. 
Photographie de Vimmunoélectrophorése prise le cinquiéme jour d’éyolution de 
la plaque de gélose. Les photographies de Vimmunoélectrophorése et de lélec- 
irophorése en gélose sont intercalées de fagon que, pour chaque échantillon 
dalbumine, la photographie de Ilélectrophortse en gélose soit au-dessous de 
celle de V’immunoélectrophorése. 
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ETUDE COMPARATIVE 
DE LA SENSIBILITE DES CULTURES DE TISSU RENAL 
DE CERCOPITHECUS ATHIOPS SABAUS 
ET DE 
MACACUS PHILIPPINENSIS AUX VIRUS POLIOMYELITIQUES 
ET AUX AUTRES VIRUS ENTERIQUES HUMAINS (‘) 


par Vicrorra DROUHET (**) (***). 


(The Children’s Hospital Research Foundation, 
University of Cincinnati, Coliege of Medicine, 
Cincinnati, Ohio, U.S. A.) 


Il est difficile d’obtenir en Europe les singes asiatiques habi- 
tuellement utilisés pour les recherches sur la poliomyélite. De 
ce fait, lemploi de singes africains a été envisagé. Barski, 
Jezierski et Lépine [4] et derniérement Jezierski [3] ont trouvé 
que les cultures de tissus de nombreuses espéces de singes 
d’Afrique centrale sont sensibles aux virus poliomyélitiques. La 
sensibilité in vivo du singe vert africain (Cercopithecus aethiops 
sabaeus) a été étudiée par Trask et Paul [7], par Paul [4] et par 
Howe et Bodian [2]. 

Le but de notre travail est de comparer par des méthodes quan- 
titatives la sensibilité des cultures de tissu rénal du singe vert 
africain et du singe asiatique Macacus philippinensis (habituelle- 
ment utilisé dans les laboratoires américains) 4 des concentra- 
tions minima de virus poliomyélitiques et de certains virus 
humains entériques. 


MarérieL er MstruHopes. 


Animaux. —— Nous avons utilisé le singe callitriche commu- 
nément appelé « singe vert africain » correspondant aux carac- 


(*) Travail effectué 4 l’aide d’une bourse du Gouvernement francais 
et & Vaide d’une subvention de la National Foundation for Infantile 
Paralysis des Etats-Unis d’Amérique. 

(**) Adresse actuelle : Clinique Médicale des Enfants-Malades (profes- 
seur Robert Debré), Hépital des Enfants-Malades, Paris. 

(**) Manuscrit recu le 26 septembre 1955. 
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téristiques de Cercopithecus aethiops sabaeus et le cynomolgus 
des Philippines nommé Macacus philippinensis ou M. syrichta. 
A cause des difficultés de classification, une photographie du 
singe africain est jointe (fig. 1). 


CULTURES DE TIssus. — La préparation des cultures de tissu 
rénal, la méme pour les deux espéces de singes, est celle employée 
par Sabin et ses collaborateurs. 

Le milieu nutritif consiste en 88 p. 100 de solution de Hanks, 


ies Ile 


10 p. 100 d’hydrolysat de lactalbumine a 5 p. 100 et 2 p. 100 
de sérum de veau (pH final 7,4). Une suspension a 1/200 de 
cellules rénales trypsinées est faite dans ce milieu nutritif. Cette 
suspension est répartie 4 raison de 0,5 cm* par tube. Aprés cing 
a six jours on ajoute 4 chaque tube 1,5 cm* du milieu suivant : 
90 p. 100 de solution d’Earle, 10 p. 100 d’hydrolysat de lactalbu- 
mine a5 p. 100 (pH final 8,2). 

Les tubes présentant la méme surface de croissance des cellules 


épithéliales sont sélectionnés pour les tests comparatifs. 


Tirrace. — Des dilutions de virus de 10 en 10 sont préparées 
dans Ja solution de Hanks; 0,2 cm*® de chaque dilution est 
inoculé simultanément dans chaque tube de culture de tissu rénal 
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provenant de cynomolgus et du singe vert africain. Les tubes 
ainsi inoculés sont mis dans un appareil a tambour rotatif et 
Veffet cytopathogéne est noté chaque jour pendant une période 
de huit jours. A cette date, le titre est déterminé d’apres la 
méthode de Reed et Muench. 


Soucnes DE virus. — a) Virus poliomyélitiques (souches spé- 
cialement sélectionnées par des passages rapides sur des ‘cultures 
de tissu rénal de cynomolgus) : type I : Mahoney, trente-cinquiéme 
passage ; type II: Y-SK, cinquante-troisi¢me passage ; type II 
Leon, trente-sixiéme passage [6]. 

b) Virus poliomyélitiques isolés par écouvillonnage rectal 
d’enfants sains mexicains : type I : souches C.M.E. 83 et 
C. M. E. 18k; type Il: sotiches CP MMB szdo—et ABV 1; 
type III : souches C.M. E.177 et C. M. E. 203. 

Ces souches font l’objet d’une étude de Ramos-Alvarez et Sabin 
i propos des virus rencontrés chez les enfants sains du Mexique. 

c) Virus entériques humains, types I, II, III et V, isolés et 
entretenus sur des cultures de tissu rénal de cynomolgus [5] : 
HE V-1 Wallace, quatriéme passage; HE V-2 Bryson, cin- 
quieme passage ; H E V-8 Hill, septieme passage ; H E V-5 Gré- 
gory, sepliéme passage. 


R&suLrars. 


Les résultats imdiqués dans le tableau I montrent que les 
souches de poliomyélite spécialement sélectionnées par des pas- 


Tastrau I. — Sensibilité comparée des cultures de tissu rénal du 
singe vert africain et du cynomolgus pour la détermination des 
quantités minima de virus poliomyélitiques spécialement adaptés 
a se développer dans le tissu rénal de cynomolgus. 


Type et : Résultats obtenus en fonction de la concentration en virus (x) Mtre CTD 
Singes 
souche | yiisés so/ O23 
de virus 10-4 19-5 19-6 10-7 19-8 liquide 
L a b AAS a b a b a b de culture 
1 Vert africain |5/5| 2,2,2.2,3)5/5}22.3.33 Evel 2.2.2.3.4|1A0 |30000/O/10|00000 10 6&5 


| 44450! _|Q0000| __|qaago 
Cynomolgus | 5/5] 3.3.3.3.3| §/5|3.3.33.3|8/10|4.55.6.7/1/10|50000|0A0|Q0000] 44 6.4 


hereriare (eleelere)| lQQOQO 
2 Vert africain |5/5} 2.2.2.2.2| 5/5) 33.33.3)7/10|33.333|OAOC|IOOOCOO} 1/0 20000 | 10 63 
Y -SK | __|33Q00| _|aqq00 oseeo}- f 
Cynomolgus| 5/5) 33.333 | $/5|333.33/810|4.44.44 |20|4,4000}0N0|00000] 44 6.5 
| 44500| _|QQ900|__|a0000 
3 Vert africain| 5/5) 2.2222 sain incon 6A0}344,.4.4 |140 |2OQQO|C/O|AQ00O0 10 62 
Léon |4Q000 Q0001 OOOO |nesaeg | 
Cynomolgus| 5/5 33333] EE 43334 BAO |33.4.00]1/10 |BOQOCO|OHO|QOOQO 10 58 
it [ Qe000| _jEQQgQO} __ec0Q0| 
(*) a) Le numérateur indique le nombre de cultures présentant 75-100 p. 100 
Moffets cylopathogénes, le dénominateur indiquant le nombre de cultures inoculées ; 


, 


b) Temps en jours apres lequel s’observe leffet. cytopathogéne. 
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sages rapides sur des cultures de rein de cynomolgus atteignent 
des titres semblables 4 ceux obtenus sur cellules épithéliales 
dérivant des reins de Cercopithecus aethiops sabaeus et de 
Macacus philippinensis. 

I] est & noter toutefois que l’effet cytopathogéne apparait plus tot 
dans les cultures de tissu rénal du singe vert africain. Les chiffres 
mentionnés dans le tableau II indiquent que les résultats obtenus 
avec les virus du tableau I sont également valables pour les 
souches de virus poliomyélitiques isolées des selles des enfants 


Tasreau I]. — Sensibilité comparée des cultures de tissu rénal du 
singe vert africain et du cynomolgus pour la détermination des 
quantités minima de virus poliomyélitiques isolés par écouvil- 
lonnage rectal d’enfants sains. 


Résultats obtenus en fonction de la | Titre 


Si 
oh Na concentration en virus x CTD 5sqyems 
10-!_| 10-2 [10-3 [10-4 


utilises 


5 d’extrait 
izes ball cae eben |wan| Sb-25| Nabi Ribas, (xx) 
Vert africain| 2/2/11 [373/111 |3/2221a/3|0.00] 10 35 
Cynomolgus | 2/2|2.2|3/3|2,2.2|3/3|222|1/3/30.0| 10 38 

1 Vert africam | 2/2|3 2|0/3|000|0 |O00/0/3/000} 10 © 
Cynomolqus | 1/2 |8010/31QQ010/3|QQ0!0/3/QQ0|_10 1-2 


2 Nert africain |2/2|1,2 [3/3l2,2.2/3/3|2.23|1/3|200| 10 38 
C.ME.306 |Cynomolgus |2/2/22/3/3/2.3.3|3/3|335/1/3|800| 10 38 
2 Vert african 12/212 [3/3/1,2.213/3|22.2|3/3|556| 10 45+ 
ABV. 1 _|Cynomolgus |2/2|2.2|3/3/22.2|3/3|3.35|3/3 333|104> * 
3 Vert africain |2/2|2,2|0/3|000]2/3|2,3.0|c0/3|000| 10 18 
CME. 177 |Cynomolgus |2/2|3,3|0/3|000|1/3!300103 |0.90| 10 17 


9/2|22|3/3/2.2.2 12/3103.312/313.4.0| 10 +0 
2/2|22|3/3|3,33 13/3/334|1/3|500| 10 38 


—— 


3 Vert africain 
C.ME 203 |Cynomolgus 


(*) Le numérateur indique le nombre de cultures présentant 75 4 100 p. 100 
d’effets cytopathogénes, le dénominateur indiquant le nombre de cultures ino- 
culées ; b) temps en jours aprés lequel s’observe Veffet cytopathogéne. 

(**) Chaque écouvillon rectal est extrait dans 2 cm? de solution Hanks contenant 
2000 unités de pénicilline et 2 mg de streptomycine. 


normaux. Le tableau III indique que les trois types de virus 
poliomyélitiques contiennent la méme quantité de virus infectant 
par centimetre cube de liquide -de culture, aprés multiplication 
dans des cultures rénales du singe vert africain et aprés mullti- 
plication dans celles du cynomolgus. 

Dans le tableau IV nous résumons les résultats d’une série 
d’expériences effectuées afin de déterminer le comportement de 
certains virus récemment isolés du tractus entérique humain par 
Ramos-Alvarez et Sabin [5]. Quatre virus entériques de type anti- 
génique distinct produisent un effet cytopathogene semblable 
4 celui observé avec les virus poliomyélitiques. 
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Tasreau Ill. — Titrage dans les cultures rénales de cynomolgus des 
virus poliomyélitiques développés dans les cultures de tissu rénal 
du singe vert africain et du cynomolgus. 


Type | Tissu du singe Titre obtenu 
et ou les virus se |dans les cultures 
souche |sont développés|} de cynomolgus 
CTEe5O/ oS) 


i | Vert africain 10 72 
|Mahoney | Cynomolgus El 10 | 
2 Vert africain 10 70 
Y-SK__| Cynomolgus 10 70 
3 Vert africain 10 70 
Léon Cynomolgus | 10 70 
Tasteau IV. — Sensibilité comparée des cultures de tissu rénal du 


singe vert africain et du cynomolgus pour la détermination des 
quantités minima de virus humains entériques adaptés a se déve- 
lopper dans les cultures rénales de cynomolgus. 


Type Singes Résultats obtenus en fonction de la Titre CTD 
et utilisées concentration en virus — (<) 50/0203 
souche 194 ToS | to-€ | 10-7 | to°8 | de liquide 
4 : a |b EL lle Je |b al ib a_| b_ {de culture 
1 Vert africain | | |3/3|222 3/3344 10/3|000| 10 75 ' 
Wallace |Cynomolgus |__| | _3813.34 1/3\500!0/31000! 10 8. 
2 Vert africain |3/3|2,2.2) 33|2.22/28 330:0/4/000 | 1083) | 
'Bryson- |Cynomolgus | 3/3|2.2,2| 3/3/2.2.2'1/3 300|03.000 | 1058 | 
3 |Vert africain |3/3/33.3)/3/3'3.34/2/370 O/3Q00) 10 63" 
“Hill” _|Cynomolgus |3/3/2.33| 3/3|333|OB|000 0/3000) 1 4O 3234) 
5 Vert africain |3/3|2.2.2/3/3/334 |O/3|QOD|0B 000) 1085 | 
'Gregory"|Cynomolgus 3/3 |3.3.4|1/3 GO0|O/3 OOO|0B COO} 10 58 ! 


(*) a) Le numérateur indique le nombre de cultures présentant 75 & 100 p. 100 
effets cytopathogénes, le dénominateur indiquant le nombre de cultures ino- 
culées ; b) temps en jours aprés lequel s’observe leffet cytopathogtne. 


Il est toutefois & noter que les types I et V de virus humains 
entériques produisent un effet cytopathogéne plus précoce dans 
les cellules épithéhiales dérivant du sing vert d’Afrique, tandis 
que les types II et III ne présentent pas de différences a cet 
égard. 

Les titres des différents virus, déterminés d’aprés les cultures 
du singe vert africain, sont uniformément de 0,5 a 0,8 log plus 
élevés que ceux déterminés d’aprés les cultures du cynomolgus. 


CONCLUSION. 


Les cultures épithéhales des tissus rénaux du singe africain 
Cercopithecus aethiops sabaeus et du singe asiatique Macacus 
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philippinensis ont la méme sensibilité aux concentrations minima 
des trois types de virus poliomyélitiques, que l’on utilise des 
souches adaptées au laboratoire ou des souches provenant de la 
nature. L’effet cylopathogéne apparait en général plus tét dans 
les cellules du singe vert d’Afrique. Les titres de chacun des trois 
types de virus poliomyélitiques se trouvant dans les cultures de 
tissu rénal de ce dernier singe ont été aussi élevés que ceux 
obtenus dans des conditions similaires et simultanément dans les 
cultures du cynomolgus. 

Les cultures de tissu rénal provenant du _ singe africain 
paraissent un peu plus sensibles pour la mise en évidence des 
quantités minima de virus entériques humains. 

Les quatre virus entériques de type antigénique distinct pro- 
duisent un effet cytopathogéne semblable a celui des virus polio- 
myélitiques. Pour deux de ces souches entériques, l’effet cyto- 
pathogéne apparait plus tot dans les cultures rénales du singe 
vert africain que dans les cultures du cynomolgus. Pour les deux 
autres souches, Veffet cytopathogéne apparait en méme temps. 
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Présidence de M. PreEvor. 


NECROLOGIE 


JOHN WIRTH 


(1914-1954) 


Nous avons eu, au cours de l’exercice qui se termine aujourd’hui, 
la douloureuse surprise d’apprendre la mort d’un de nos jeunes 
collégues, John Wirth, qu’un tragique accident a enlevé a la science 
et & Vaffection des siens. 

John Wirth, Suisse originaire du Canton de Saint-Gall, était né 
Angleterre. C’est & Genéve qu’il poursuivit ses études classiques et 
sa formation médicale, achevée en 1939. Docteur en médecine, il 
accomplit jusqu’en 1949 un certain nombre de stages dans les poly- 
cliques, et en particulier chez le professeur Bickel. En 1943-1944, il 
avait fait un séjour d’un an aA Londres comme délégué du Comité 
International de la Croix-Rouge ; mais c’est au cours de ses années de 
stage 4 l'Institut Pasteur, en 1946-1947, qu‘il trouva, au Service des 
Virus, son orientation définitive en se consacrant d l’étude des cultures 
cellulaires et & leur application aux recherches sur les virus. Esprit 
original et grand travailleur, il a contribué 
perfectionnements techniques, qui 


en 


a introduire nombre de 
ont permis aux méthodes aujour- 
@hui en usage d’atteindre leur plein développement. C’est 
moment qu’il contribue également A la seconde édition du Traité des 
Ultravirus des Maladies humaines, en rédigeant le nouveau et impor- 
lant chapitve, minutieusement documenté, qu’il a consacré aA la 
culture des virus. 


> 
a’ ce 


in 1949, John Wirth, nommé chef du Service des Virus a l'Institut 
d’Hygiéne de Geneve, voit s’ouvrir pour lui la carriére de recherche 
qui correspondait d ses gotits. Les nécessités matérielles ct Vexpérience 
clinique qu’il avait acquise lui font néanmoins exercer une pratique 
médicale dans laquelle il trouve un plein succes, et ‘c’est ainsi que 
jusqu’a sa fin prématurée il peut mener parallélement une double 
activité & laquelle il apportait une infatigable ardeur. 
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Ses travaux pleins de promesses avaient déja été sanctionnés par 
des recompenses : en 1950, le Prix Bizot pour son travail sur « L’appli- 
cation de la culture des tissus au diagnostic des maladies X virus » - 
en 1951, le Prix de la meilleure these pour sa thése sur « Vutili- 
sation et l’application, en vue de la vaccination, des souches de virus 
grippal isolées au cours de 1’épidémie génevoise de 1949 ». John Wirth 
avait également consacré des travaux au virus vaccinal, & la micro- 
scopie électronique des tissus infectés par le virus de la fidvre Q, 
i Vornithose, et tout récemment, aprés avoir isolé en Suisse les pre- 
miéres souches de virus Coxsackie, il s’était orienté vers les recherches 
sur la poliomyélite : son dernier travail était consacré & une micro- 
méthode pour le diagnostic sérologique de cette affection par la fixa- 
tion du complément. 

Sa disparition, qui inlerrompt une carriére pleine d’avenir et de 
promesses, sera vivement ressentie, et tous ceux qui ont connu John 
Wirth s’associent au chagrin de sa veuve et de ses enfants, en les 
assurant d’un fidéle souvenir. 

P. Lipine. 


COMMUNICATIONS 


UN NOUVEAU GROUPE DE MYCOBACTERIES 
« LES MYCOBACTERIES ANORMALES » (1) 


par Paut HAUDUROY. 


Unstitut d’Hygiéne, Lausanne.) 


L’étude de plus en plus précise du genre Mycobacterium a permis 2 
un certain nombre de chercheurs de découvrir, au cours de ces der- 
nieres années, des germes appartenant A ce genre, germes qui ne 
sont ni des bacilles tuberculeux vrais, ni des bacilles paratuberculeux 
au sens donné habituellement a ces mots. 

Les infections « curieuses » — parfois mortelles — que provoquent 
ces Mycobactéries différent des altérations classiques produites par Je 
bacille de Koch ; la présence, l’absence ou Virrégularité de leur pou- 
voir pathogéne pour certains animaux de laboratoire habituellement 
utilisés les en séparent encore. Elles ne « se conduisent pas comme 
les autres » et je ne peux que les appeler « anormales ». 

Il s’agit essentiellement de Mycobactéries isolées de lésions 
humaines, se développant ou ne se développant pas a 37°, possédant 
ou ne possédant pas de tests cyto-chimiques posilifs et, ce qui est 
plus grave, ne tuant pas le cobaye, provoquant simplement chez lui 


(1) On trouvera dans Derniers aspects du Monde des Mycobacléries, 
1 vol., Masson, édit., une étude détaillée des germes dont il est question 
dans cette communication. 
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des lésions guérissables ou le laissant complétement indifférent. Tout 
en elles, on le voit, est irrégulier et l’ensemble de leurs propriétés 
s’oppose aux connaissances ‘classiques que nous possédons sur le 
bacille de Koch, qu’il soit du type humain ou bovin. 

Voici trés schématiquement résumés les caractéres de quelques- 
unes de ces Mycobactéries prises comme exemple. 

Mac Callum, Tolhurst, Buckle et Gissons publient en 1948 un 
certain nombre de cas d’ulcérations cutanées observées en Australie, 
chez des adulles et des enfants, Iésions dont ils ont pu isoler un 
bacille dont le réle dans l’infection ne fait aucun doute pour eux. Ce 
germe est « hautement » acido-alcoolo-résistant. La température de 
culture la plus favorable est 30 4 35°. A 17°-20°, 4 41° il ne pousse pas 
et se développe mal A 37°. Les colonies apparaissent aprés quatre a 
cing semaines sur les milieux spéciaux. Le cobaye est absolument 
insensible quelle que soit la voie d’inoculation. Par contre, le rat 
est sensible et, aprés inoculation intrapéritonéale, présente de l’ascite, 
un cedéme cutané et — ce qui est plus caractéristique — une épidi- 
dymite et des lésions scrotales. La souris présente, six mois aprés 
Vinoculation, une inflammation du tissu sous-cutané et de l’abdomen 
avec mort survenant quinze jours 4 un mois apres l’apparition de ces 
phénoménes. Le lapin, la poule, le lézard sont insensibles. Le test de 
Dubos est positif. 

Norden et Linell ont observé en 1951 et 1954, 70 malades environ 
présentant des lésions ulcéreuses chroniques, localisées au coude en 
général et évoluant vers la guérison en six mois 4 deux ans. L’histo- 
logie montre la présence d’un tissu de granulation tuberculoide et, 
dans un cas, la présence de bacilles aar. 

A trois reprises, le germe a pu étre isolé. Il s’agit i un bacille aar, 
se développant trés mal 4 37°, poussant mieux A 20 et a 31°, sensible 
aux antibiotiques antituberculeux, présentant des Se de virulence 
négatifs. Le cobaye ne présente apres injection de doses massives par 
voie intrapéritonéale que des abcés localisés au niveau du scrotum. 
Il ne meart pas. Le lapin présente des lésions comparables. Chez la 
souris on voit apparaitre (voie i. p.) des abcés au niveau de la peau, 
du scrotum, des lésions pulmonaires. La mort est trés fréquente en 
quatre mois environ. Le chat, la poule sont insensibles. 

Pollak et Buhler ont isolé de deux malades différents (dont lun 
mourut) un bacille présentant les caractéres suivants essentiels. Acido- 
alcoolo-résistant, il se développe & 20 et d& 37° en sept a dix jours, les 
cultures devenant importantes en trois semaines et présentant une 
pigmentation jaune or, jaune ocre ou jaune orange. Chez le cobaye, 
lésions locales ou générales sans que l’animal meure. Le hamster est 
tué, la souris lest irrégulitrement, le lapin et la poule sont insen- 
sibles. 

Sans entrer dans les détails, je citerai quelques autres exemples 
de Mycobactéries « anormales » : Mycobacterium abcessus (Moore et 
Frerich), Mycobacterium glasgowii (Lominsky et Hayer-Gibson), les 
88 souches isolées de malades par Timpe et Runyon dont aucune ne 
tue le cobaye (1 mg), mais dont un certain nombre tuent la souris, etc. 

Voici donc des bacilles aar dont la majorité a été isolée de pro- 
duits humains et pour lesquels les tests classiques de culture et de 
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pouvoir pathogéne pour le cobaye ne sont justement plus classiques. 
Il est absolument certain que bien d’autres exemples de tels germes 
existent, non moins certain que nombre d’entre eux ont été déja 
manipulés puis rejetés, car l’essentiel de leurs caractéres (colorabilité 
mise & part) n’autorisait pas a les identifier avec Mycobacterium tuber- 
culosis, et quils ont été probablement « étiquetés » « bacilles para- 
tuberculeux » et considérés alors comme sans intérét immédiat. 

Que sont en réalité ces germes >? Des Mycobactéries incontestables, 
mais des Mycobactéries dont le pouvoir pathogéne parait étre assez 
faible dans son ensemble pour homme ou pour les rongeurs utilisés 
au laboratoire. Il semble bien que, jusqu’A maintenant, nous les ayons 
injustement confondues avec celles de l’immense groupe des _para- 
tuberculeux, qui serait ainsi en train de se dissocier. 

Confusion qui existait autrefois mais d’une fagon bien plus modeste, 
puisqu’A ma connaissance, on n’avait publié que 6 observations de 
lésions humaines dues a des germes dont nous voyons les échantillons 
augmenter considérablement en nombre aujourd’hui. 

Est-il juste de réunir toutes ces Mycobactéries en un groupe parti- 
culier ? Je le pense, car elles ont incontestablement un caractére 
commun : celui justement de ne pas posséder les caractéres classiques 
des bacilles tuberculeux authentiques ou des vrais bacilles para- 
tuberculeux. 

La désignation de « Mycobactéries anormales » ne sera, je l’espére, 
que provisoire. Elle ne peut se justifier maintenant que par la médio- 
crité de nos connaissances. Nous pouvons raisonnablement penser 
qu’une étude plus approfondie d’un plus grand nombre de souches per- 
mettra de dissocier le groupe, de créer probablement de nouvelles 
espéces ou variétés et de situer enfin chacune de ces Mycobactéries 
anormales 4 sa vraie place. 


L’AGGLUTINATION DES GRAINS D’AMIDON 
PAR DIFFERENTS SERUMS. | 


SUR LA NATURE DU PHENOMENE 


Note préliminaire de : ALBErt DELAUNAY, MicueLte HENON, 
Monigug PELLETIER et Suzanne BAZIN. 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches) 


Quand on ajoute A une grosse goutte de sérum déposée sur lame 
une petite goutte d’une suspension en eau physiologique de grains 
d’amidon de blé, de mais ou de froment (200 mg d’amidon pour 
15 ml d’eau physiologique), on assiste presque toujours (Vobservation 
étant faite au microscope et da la température du laboratoire) 4 une 
agglutination. Cependant, d’aprés la provenance du scrum, Vagglu- 
lination des grains d’amidon se montre, dans son intensité, inégale- 
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ment grande. Elle est presque toujours trés faible avec les sérums 
de rat, de poulet et de mouton. Elle est, en général, faible mais 
parfois forte en présence de sérums fournis par l’-homme et le cobaye. 
Elle est moyenne avec les sérums de chevaux. Enfin, avec les sérums 
de lapin, on peut dire que, dans la grande majorité des Cas, elle 
atteint un degré A lui seul surprenant. En moins de quelques minutes, 
dans ces sérums, les grains d’amidon, cessant d’étre dispersés sans 


Fic. 1. — Agglutination des grains d’amidon de riz par un sérum 
de lapin « normal ». 


ordre, se réunissent en amas volumineux (V. fig. 1). Ici, l’examen 
microscopique devient tout a fait inutile ; lagglutination se voil 
parfaitement & Voeil nu. ; 

Ce phénoméne, que nous avons découvert en novembre dernier, était 
vraiment trop beau pour ne pas retenir notre attention. Aussi, depuis 
cette Gpoque, Vavons-nous étudié avec soin. 

Tout d’abord, nous avons tenté de déterminer Uinfluence que pou- 
vaient exercer sur lui différents facteurs, physiques ou chimiques. 
C’est ainsi que nous avons examiné tour a tour l’action du_vieillis- 
sement, du chauffage, des variations de pH, du formol, de sels divers 
comme le chlorure, le salicylate, le benzoate, le gentisate et le cyanure 
de sodium, d’oses comme le glucose, le lactose et le galactose, de ]’urée 
enfin. Chaque fois, nous avons obtenu des résultats intéressants mais, 
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ceux-ci ayant été rapportés ailleurs [4], nous ne pensons pas utile 
de les reproduire ici. 

Dans un second temps, nous avons voulu savoir s’il était possible 
de faire perdre 4 un sérum donné le pouvoir qu’il posstde normale- 
ment d’agglutiner les grains d’amidon en « l’épuisant » au préalable 
par différentes substances. Nous avons échoué quand nous avons 
employé des corps connus pour leur pouvoir adsorbant comme 3a 
magnésie lourde, le talc, le kaolin, le carbonate de calcium et le 
charbon. Nous avons au contraire réussi, dans une proportion impor- 
tante des cas, en utilisant diverses préparations d’amidon. Cependant 
— et ce fut 14 pour nous une nouvelle surprise — les résultats ont 
différé dans une large mesure : 

Selon le mode de préparation de l’amidon utilisé pour « l’épuise- 
ment » ; 

Selon lVorigine de l’amidon, riz, mais, froment, retenu ; 

Enfin, selon la nature des grains d’amidon mis en ceuvre lors du 
test d’agglutination, le sérum ayant été « traité » au préalable par une 
préparation donnée d’amidon. 

Nous reviendrons ailleurs sur les particularités alors observées. Qu’il 
nous suffise seulement d’ajouter ici que des corps de nature polysaccha- 
ridique différents de l’amidon, ajoutés dans un premier temps a un 
sérum agglutinant, sont aussi capables de modifier ce sérum de 
maniére assez grande pour lui faire perdre justement, en tout ou partie, 
son pouvoir agglutinant : citons, par exemple, le dextrane, la gélose 
et surtout le glycogéne. 

Ceci dit, venons-en au probleme majeur qui a retenu — et qui 
retient toujours — notre attention. Cette agglutination spontanée des 
erains d’amidon par différents sérums — nous précisons bien des 
sérums « normauz » —, que peut-elle traduire? En principe, il y a 
deux possibilités : 

a) On se trouve en présence d’une banale réaction colloidale (comme 
on en connait aujourd’hui tant d’exemples), réaction unissant deux 
macromolécules, l’une présente dans le sérum, l’autre a la surface 
des grains d’amidon ; 

b) On peut aussi penser A une réaction spécifique, l’agglutination 
en cause mettant en jeu un véritable anticorps anti-amidon. De fait, 
différents auteurs et, tout récemment encore, dans notre laboratoire, 
R. A. Nelson Jr. et J. Lebrun [2] se sont crus en droit de parler 
d’un pouvoir antigénique de l’amidon. 

Quel mécanisme est le vrai? Plusieurs raisons, sans aucun doute, 
parlent en faveur d’une interaction antigéne-anticorps. Les voici : 

a) Pouvoirs agglutinants variables d’un sérum 4 l’autre dans une 
méme espece animale ; 

b) Le fait que les plus hauts titres d’agglutinines observés se trouvent 
dans les sérums du lapin, c’est-a-dire de l’animal qui, en régle absolue, 
réagit Je mieux au contact d’antigénes ; 

c) Le fait aussi, vérifié par nous, que les facteurs, physiques et 
chimiques, qui troublent l’agglutination de Vamidon, sont aussi 
capables de troubler une agglutination antigéne-anticorps typique 
comme l’agglutination typhique ; 

d) Autre remarque enfin et peut-¢tre la plus importante : ayant 
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fractionné des sérums de lapin trés actifs, nous avons pu voir que Je 
facteur agglutinant se trouve concentré dans les y-euglobulines. 

Le concept de l’intervention, dans le cas qui nous occupe, d’un 
anticorps anti-amidon naturellement acquis apparait donc séduisant. 
Malheureusement, quand nous avons essayé d’aller un peu plus loin, 
nous n’avons plus essuyé que des échecs. Ainsi, nous avons injecté 
a des cobayes, par voie intrapéritonéale, des doses considérables 
d’amidon de riz avec l’espoir d’augmenter le pouvoir agglutinant de 
leur sérum : le résultat fut nul. De méme, nous n’avons observé aucune 
modification du titre agglutinant normal des sérums en privant des 
lapins de toute alimentation hydrocarbonée ou en les soumettant, au 
contraire, & une alimentation trés riche en grains, cela pendant des 
semaines. 

Fallait-il, dans ces conditions, penser 4 une immunisation croisée, 
Vanticorps anti-amidon ayant pris naissance dans l’organisme aprés 
Vintervention d’un antigéne différent, microbien peut-étre...? Nous 
commencions 4 nous le demander quand une expérience fortuite vint 
soudain nous mettre sur la voie d’une troisiéme explication. 

Nous avions déposé, dans un sérum de lapin, de la levure de bou- 
langer. Nous assistons aussitét 4 une agglutination massive des cellules, 
celle-ci ressemblant étrangement a ]’agglutination des grains d’amidon. 

Une nouvelle route, du coup, se trouvait ouverte. Nous refaisons, 
avec la levure, toutes les expériences déja faites avec les grains 
d’amidon. En conclusion, les deux phénoménes nous paraissent compa- 
rables. Les sérums qui agglutinent le mieux l’amidon sont aussi ceux 
qui agglutinent le mieux la levure. Les mémes facteurs, physiques 
ou chimiques, sont en mesure de troubler les deux types d’aggluti- 
nation. Seule, une remarque devait nous étonner un peu: il est 
possible, mais non réguliérement, de priver un sérum de son agglu- 
tinine-amidon en le traitant par la levure, ou vice versa. 

Toutes ces observations seront développées ailleurs. Mais ce que nous 
voudrions souligner ici, c’est importance que nous attachons & celles 
de nos constatations qui concernent la levure. Nul n’ignore A l’heure 
actuelle le grand intérét que souléve la properdine [3]. Or, quetie est 
une des grandes caractéristiques de cette nouvelle protéine? C’est de 
pouvoir se combiner avec un extrait insoluble de levure appelé 
zymosan, 

Dans |’état actuel de nos recherches, il demeure encore tout & fait 
impossible de préciser le degré de parenté existant entre l’agglutinine- 
amidon et l’agglutinine-levure. I] est non moins impossible de préciser 
les rapports — s’il y en a — entre les deux agglutinines en question 
et les différentes fractions du complément, encore que nous puissions 
déja affirmer que nos agglutinines exercent parfaitement leur action 
dans des sérums décomplémentés. 

Ce qui se dégage en revanche avec une certaine clarté, c’est la notion 
suivante ; dans un sérum donné, il serait insuffisant de séparer seule- 
ment protéines banales et protéines-anticorps. On deyrait distinguer 
un autre groupe, celui de protéines spéciales, variables quantitative- 
ment d’un sérum a l’autre sans étre de vrais anticorps, et remar- 
quables par leurs propriétés physiologiques le plus souvent inattendues. 

Dans ce groupe déji, nous rangerions volontiers la properdine, ia 
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protéine qu’étudie actuellement Wood (C. reactive protein) [4] et aussi 
la protéine découverte par L. Thomas qui est capable de se combiner 
avec I’héparine [5]. Faut-il y placer encore les agglutinines amidon et 
levure ? La suite de nos recherches nous ]’apprendra. 

De toutes facons, il serait trés étonnant que 1’étude systématique 
d’un tel groupe ne conduise pas 4 des observations importantes. 
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MODIFICATIONS DE LA FORMULE LEUCOCYTAIRE 
AU COURS DE L’INTOXICATION EXPERIMENTALE 
PAR L’ANTIGENE O DU BACILLE TYPHIQUE 


par P. BOQUET et Y. IZARD. 


Unstitut Pasteur, Annexe de Garches) 


Tous les expérimentateurs s’accordent pour reconnaitre qu’une 
injection sous-cutanée au lapin, au cobaye, au rat ou 4a la souris, 
d’une suspension de bacilles typhiques tués, d’un lysat de ces microbes 
ou de leur endotoxine, diminue le nombre des leucocytes circulants, 
mais Ja cause de ce phénoméne est mal connue. 

A. Delaunay et J. Lebrun [4] constatent en 1947 que la surréna- 
lectomie augmente la sensibilité de la souris 4 l’endotoxine typhique 
(antigéne O). Ils observent cependant que la diminution du nombre 
des leucocytes circulants sous l’influence du poison microbien est 
moins importante dans le sang des animaux privés de leurs glandes 
surrénales que dans le sang des animaux témoins qui n’ont pas subi 
la surrénalectomie. Peu apres, L. A. Lewis et I. H. Page [2] rapportent 
qu’en dépit d’une concentration passagére du sang, le nombre des 
lymphocytes circulants du rat surrénalectomisé diminue ‘sous |’influence 
d’une injection de vaccin typhique. Selon ces mémes expérimentateurs, 
le nombre des leucocytes dans le sang des rats surrénalectomisés, qu’on 
traite par des injections répétées d’un extrait de surrénale, diminue 
également sous l’influence d’une injection de vaccin typhique, mais 
le nombre des polynucléaires augmente dans le sang des rats traités 
par hormone, alors qu’il diminue dans celui des rats non traités. 
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Par ailleurs, I. Benett [3, 4] et B. Soylemezoglu avec J. A. Wells [5] 
démontrent que la cortisone est sans action sur la leucopénie pro- 
voquée par une injection, au lapin, d'une suspension de bacilles 
typhiques tués et que l’ablation de la glande surrénale du chien ne 
prévient pas la diminution du nombre des leucocytes dans le sang de 
cet animal lorsqu’on lui injecte des extraits microbiens pyrogénes dont 
les propriétés nocives sont comparables 4 celles de lendotoxine 
lyphique. Les résultats de ces expériences sont confirmés par E. Atkins, 
F. Allison, M. R. Smith et W. ‘Wood [6]. 

Dans un autre ordre de faits, nous avons observé en 1949 que des 
substances telles que la dibémamine (N-N dibenzyl-p-chloréthylamine) 
ou la dihydroergotamine, qui suppriment les effets de ladrénaline, 
suppriment également certains symptdmes caractéristiques de |’intoxi- 
cation par l’antigéne typhique O [7, 8], entre autres la constriction 
des artérioles périphériques, lorsqu’elles sont administrées au lapin ou 
au cobaye trente minutes avant l’injection d’une dose mortelle de ce 
poison. Dans quelle mesure les modifications du nombre des leucocytes 
circulants et les altérations de la formule leucocytaire, produites in vivo 
par l’endotoxine, sont-elles sous la dépendance des sécrétions de la 
glande surrénale? Les expériences que nous résumons ci-dessous ont 
été faites dans le dessein de préciser le réle de ces hormones. 


Expérience I. — Dix-neuf lapins de 2000 4 3000 g sont répartis en 
six lots. Aux lapins du premier lot, on injecte, par la voie veineuse, 
une solution de dibénamine a raison de 3 a 6 mg de produit sec 
par kilogramme d’animal, trente minutes avant Jinjection, par la 
méme voie, d’une dose mortelle en moins de vingt-quatre heures 
d’antigéne typhique O préparé selon la méthode de A. Boivin ct 
L. Mesrobeanu. 

Les lapins du second lot sont traités de la méme facon, mais on 
substitue la dihydroergotamine 4 Ja dibénamine, aux doses de 0,5 mg 
et 1 mg par kilogramme. Aux animaux des troisiéme, quatriéme, 
cinquiéme lots, on injecte un seul des réactifs : 4 ceux du _ troisiéme 
lot la dibénamine, & ceux du quatri¢éme lot la dihydroergotamine et 
ad ceux du cinquiéme lot l’antigéne. Enfin les lapins du sixiéme lot 
sont pris pour témoins. 

Des numérations de globules rouges et blancs sont faites, A inter- 
valles réguliers, dans le sang des animaux, avant et aprés les injections 
d’épreuve. 

Les résultats sont groupés dans le tableau I. 


Expérience If. — Quarante rats blancs de méme poids et de méme 
origine sont surrénalectomisés. Huit jours aprés la surrénalectomie, 
on injecte par la voie sous-cutanée 4 10 de ces animaux et d 9 rats 
normaux, 1 mg d’antigéne typhique O. Dix autres rats surrénalec- 
lomisés sont trailés par une injection quotidienne de 2,5 mg de 
cortisone sous la peau, les cinquiéme, sixiéme et septi¢me jours apres 
la surrénalectomic. Une heure aprés la derniére injection d’hormone, 
on leur administre lVantig¢ne typhique dans les mémes conditions 
qu’aux animaux des deux premiers lots. 
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Vingt-neuf rats témoins sont répartis en trois lots comprenant : 
9 rats normaux, 9 rats surrénalectomisés et 11 rats surrénalectomisés 
traités par la cortisone. 

Six heures aprés injection de l’antigéne typhique, on préléve au 
coeur de tous les rats un peu de sang pour y déterminer, suivant les 
méthodes usuelles, le nombre des globules blancs par millimétre cube 
et la proportion des leucocytes mononucléés et polynucléés. 

Cette expérience est résumée dans le tableau II. 


Discussion ET concLusion. — Ni la dibénamine, ni la dihydroergota- 
mine administrées au lapin trente minutes avant l’injection intra- 
veineuse d’une dose mortelle d’antigéne typhique O ne suppriment 
la réaction leucocytaire qui caractérise l’intoxication par ce poison 
microbien. En effet, moins d’une heure aprés l’injection de l’antigéne, 
le nombre des leucocytes diminue dans le sang des animaux traités 
par les substances adrénolytiques et dans le sang des animaux témoins 
non traités. Parallélement, le nombre des globules rouges augmente. 

L’ablation des glandes surrénales ne supprime pas davantage !a 
réaction leucocytaire des animaux intoxiqués. Sous 1’influence de l’anti- 
géne typhique, le nombre des leucocytes diminue dans le sang des 
rats témoins non surrénalectomisés et dans le sang des rats privés de 
leurs glandes surrénales, mais la proportion des différents types de 
leucocytes varie selon que les échantillons de sang examinés ont été 
prélevés sur des rats normaux ou sur des rats sans surrénales. Alors 
que le nombre des cellules mononucléées diminue dans de fortes 
proportions sous l’influence de l’injection de ]’endotoxine dans le sang 
des animaux qui n’ont pas subi la surrénalectomie, il diminue dans 
des proportions moindres dans le sang des animaux surrénalectomisés. 
Au contraire, le nombre des polynucléaires augmente dans le sang des 
premiers, il diminue dans celui des seconds. Enfin, le traitement des 
rats surrénalectomisés par la cortisone augmente la proportion des 
polynucléaires circulants. 

En résumé, dans les conditions de notre expérience, la diminution 
du nombre total des leucocytes dans le sang des animaux intoxiqués 
par l’antigéne typhique O est indépendante de la glande surrénale, 
mais Ja diminution et l’accroissement relatifs des leucocytes circulants 
mononucléés et des leucocytes polynucléés semblent déterminés par la 
sécrétion hormonale de cette glande. 
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ETUDE DU POUVOIR MICROBICIDE 
ET DU POUVOIR ANTIBIOTIQUE DE LA GELEE ROYALE 
SUR LE BACILLE DE KOCH 


par H. HINGLAIS, M. HINGLAIS, J. GAUTHERIE et M. LANGLADE. 


Dans une note précédente [4], nous avons établi l’action bactéricide 
de la gelée royale sur deux espéces microbiennes communes (Staphylo- 
coccus aureus et Proteus vulgaris). Nous exposerons dans celle-ci nos 
recherches consécutives sur Mycobacterium tuberculosis. L’expérience 
a porté sur une souche virulente de type humain, cultivée en milieu 
de Dubos et Agée de 14 jours et contenant environ 500 millions de 
germes par centimétre cube. 


I. EruDE pU POUVOIR MICROBICIDE. — 0,8 cm* de culture pure de 
B. K. ci-dessus sont additionnés de 160 mg de gelée royale (concentra- 
tion 200 mg/cm*). Le mélange est laissé en contact quinze minutes, 
puis vingt-quatre heures. 

Dans chaque cas, 0,10 cm* de ce mélange, aprés ces durées respec- 
tives, sont ensemencés sur Dubos, sur Léwenstein-Jensen et sur milieu 
gélose-glycérine-sang humain. 

Un témoin sans gelée est ensemencé parallélement sur les mémes 
milieux. 

Les résultats furent les suivants : 


NUREE DE LA CULTURE 
16 jeurs | 10 jours 90 jours 
Témoin Bk : 
Dubos ute eee cee es are a ee 
Lowenstein-Jensen . Pre Fide, All! — +++ |] Caractéres 
Gélose-glycérine-sang humain ..... . | +++) culturaux 
aTencars . : . 4 (morphologie 
Mélange GR + BK, contact quinze minutes : et colorabilité) 
Dubos . Pe Pr oTolSro GSR BAG es | fe | +++ non 
Lowenstein-Jensenwar, saris meen een = +++} modifiés. 
Gélose-glycérine-sang humain ...... = +++ 
Mélange GR + BK, contact vingt-quatre heures: | 
Dulbos:.0¢ Sue. aalok ime ne De | a — | 
Léwenstein-Jensen. ...... eae tl ee dl nr — 
Gélose-glycérine-sang humain ..... . Saas -- | = 


ee 


L’action germicide de la gelée royale sur le B. K. est donc certainc. 
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I]. Erupe pu pouvorr antisroriqgue. — Ici le germe n’est pas ‘préala- 
blement mis en contact avec la gelée royale avant d’étre ensemencé, 
mais les milieux de culture sont additionnés d’une certaine charge de 
gelée royale selon la technique classique pour l’essai des antibiotiques. 
Les essais ont porté sur les milieux de Léwenstein-Jensen et sur le 
milieu gélose-glycérine-sang humain. Dans chaque cas, on ensemence 
avec 0,10 cm* de la culture en Dubos Agée de 14 jours. 


DUREE DE LA CULTURE 


110 jours|20 jours|30 jours} 90 jours 


a) Témoins : 


b) Léwenstein-Jensen + 50 mg gelée royale 
par tube 


c) Gélose-glycérine-sang humain + 150 mg 
gelée royale par tube 


Les résultats montrent une action antibiotique certaine de la gelée 


royale A l’égard de Mycobacterium tuberculosis dans les conditions de 
Vexpérience. 


JI. ErupeE DE L’ACTION BACTERICIDE DE LA GELEE ROYALE PAR INOCULATION 
AU COBAYE. — Pour vérifier l’action bactéricide, des essais in vivo ont 
été entrepris. 

Une culture pure de B. K. en Dubos est mise en contact pendant 
vingt-quatre heures avec de la gelée royale aux concentrations indiquées 
plus haut. 

Le mélange est inoculé dans le sillon inguinal 4 deux cobayes de 
500 g a raison de 0,10 cm* de suspension microbienne contenant 
environ 50 millions de germes. Deux témoins sont inoculés avec la 
méme dose sans gelée royale. 

Voici les résultats de ces essais : 

Animausx témoins. — Au quinziéme jour : courbe de poids en baisse ; 
chancre d’inoculation avec volumineux ganglion inguinal. 

Au trente-cinquiéme jour, les animaux sont sacrifiés et autopsiés : 
Chute du poids de plus de 50 p. 100. Trés gros ganglion inguinal 
caséifié. Foie et rate totalement tuberculisés. Recherche du bacille de 
Koch dans les frottis de ganglions et d’organes: trés abondamment 
positive. 

Animauz en expérience. — Au trente-cinquiéme jour, un animal est 
sacrifié et autopsié : courbe de poids normale ; aucune lésion locale 
ou ganglion inguinal suspects ; tous les organes sains. Recherche du 
bacille de Koch dans les frottis de ganglions et d’organes : négative. 

Au quatre-vingt-dixiéme jour : Courbe de poids normale. Santé par- 
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faite. Aucune lésion locale ou ganglion inguinal perceptible dans la 
région inoculée. Autopsie négative. Tous les ganglions et viscéres sont 
parfaitement sains et leurs frottis sont négatifs au Ziehl. 


Résumé. — Les essais rapportés dans cette note démontrent une 
action bactéricide et une action antibiotique tres nette de la gelée 
royale sur la souche humaine de Mycobacterium tuberculosis employée 
dans les expériences. 

Il semble donc que la gelée royale doive s’inscrire parmi la liste 
encore extrémement réduite des substances antibiotiques d’origine 
animale, agissant notamment sur le bacille de Koch. 

Des essais pour isoler la fraction active sont poursuivis et seront 
rapportés en détail ultérieurement. 
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CONTRIBUTION A L'ETUDE DU GENRE SPHEROPHORUS. 
RECHERCHE DU POUVOIR HEMAGGLUTINANT 


par P. TARDIEUX. 


(Institut Pasteur, Service des Anaérobies) 


Beerens [1] a proposé une méthode de différenciation entre Sphero- 
phorus funduliformis (Hallé) et Spherophorus necrophorus (Schmorl) 
qui utilise l’agglutination des hématies de diverses espéces animales. 
Il nous a paru intéressant de soumettre a ce test les autres espéces 
de ce méme genre que nous avons eu l’occasion d’isoler ces derniéres 
années de sphérophoroses humaines ou vétérinaires. 

La technique de Beerens consiste 4 mélanger sur lame : 

1° I goutte d’une suspension en eau salée 4 8,5 p. 1000 d’hématies 
lavées ; 

2° I goutle de suspension de bactéries lavées obtenue en reprenant 
le culot de 10 ml de culture en bouillon Vf glucosé A 2 p. 1000 par 
X gouttes d’eau salée A 8,5 p. 1000. 

Nous avons utilisé des hématies d’homme et de mouton. 

L’origine des 40 souches expérimentées et les résultats obtenus sont 
indiqués ci-dessous. 

Sph. necrophorus ; 2 souches provenant d’abcés vétérinaires : 

L’un (356) chez le cheval : agglutination positive (puur les hématies 
d’homme et de mouton). 

L’autre (696 D) chez le mouton: agglutination fortement positive 
(pour les hématies d’homme et de mouton). 
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Sph. funduliformis : 5 souches (267, 525, 548, 860, 992), toutes isolées 
chez Vhomme, de septicémies, méningite, abcés pulmonaire, ou de 
tartre dentaire : hémagglutination négative. 

Sph, pseudonecrophorus : 6 souches (812 E, 369 A, 383, 658, 867 A, 
880) d’origine humaine : septicémies, abcés pulmonaires, phlegmon du 
cou, ulcére de la jambe: hémagglutination négative. 

1 souche (894) d’origine animale: arthrite suppurée du _ lapin : 
hémagglutination faiblement positive pour hématies d’homme et de 
mouton. 

Sph. gulosus : 5 souches (305, 479, 596 A, 885, 916) isolées d’infec- 
tions humaines : septicémies, méningite, cystite, péritonite : hémag- 
glutination négative. 

Sph. varius : 3 souches (263 A, 387 B, 422 B) isolées de diverses suppu- 
rations chez l’homme: hémagglutination négative. 

1 souche isolée du foie de rat : hémagglutination négative. 

Sph. ridiculosus : 6 souches (850 A, 427B, 4380, 470A, 644 B, 909), 
toutes d’origine humaine : abcés pleural, appendicite et cystite suppu- 
rées, abcés périnéal, épithéliome gingival infecté, bactériémie au cours 
d’une cholécystite : hémagglutination négative. 

Sph. mortiferus : souche 306: hémagglutination négative. 

Sph. freundi : 5 souches (429, 734, 772, 809 B, 956) provenant toutes 
de suppurations abdominales chez ’homme: hémagglutination néga- 
tive. 

Sph. pyogenes: souche 404 isolée d’une septicémie post- appendicu- 
laire chez homme : hémagglutination négative. 

Sph. glycolyticus: 4 souches (564 B, 564(C, 590A, 917) d’origine 
humaine : infections puerpérales, pleurésie purulente, ulcére : hémag- 
glutination négative. 


RésUME ET CONCLUSIONS. 
n’a montré de pouvoir hémagglutinant. 

Parmi les souches de provenance vétérinaire, malheureusement moins 
nombreuses, 2 ont donné un test nettement positif : celles appartenant 
4a l’espéce necrophorus ; 1 un test faiblement positif: Sph. pseudo- 
necrophorus ; 1 un test négatif : Sph. varius. 

Il semble donc que le pouvoir hémagglutinant soit un caractére 
distinctif de l’espéce necrophorus. 
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COMPORTEMENT DES SOUCHES MALGACHES 
DE PASTEURELLA PESTIS A L'EGARD DU RHAMNOSE 


par E. R. BRYGOO et J. COURDURIER. 


(Institut Pasteur de Madagascar) 


Depuis les travaux de Bezsonova [4] en 1926, l'étude de l’action 
de Pasteurelia pestis sur le rhamnose fut Jobjet de nombreuses 
recherches. I] s’agit d’une de ces réactions biochimiques des germes 
pathogénes auxquelles s’intéressent Aa la fois les épidémiologistes et 
les systématiciens. 


Grace 4 l’importante collection de souches malgaches de Past. pestis 
réunie par les D’® Girard et Robic 4 1]’Institut Pasteur de Tananarive, 
collection que nous augmentons chaque année de quelques unités, 
nous avons pu étudier le comportement de 105 souches locales a l’égard 
du rhamnose. 


A. Les soucnrEs. — La collection utilisée comprend : 

94 souches d’origine humaine dont 93 isolées par lintermédiaire du 
cobaye (la pseudo-tuberculose est inconnue chez le cobaye & Madagascar : 
Girard [2]) et 1 souche obtenue directement par hémoculture ; 

5 souches d’origine murine ; 

2 souches isolées de peste naturelle du lapin ; 

1 souche isolée d’un cas de peste naturelle du cobaye ; 

1 souche isolée par inoculation d’un lot de Xenopsylla cheopis ; 

2 souches, enfin, provenant de peste expérimentale du lémurien. 

Ces 11 souches d’origine animale furent toutes isolées par l’intermé- 
diaire de Vinoculation au cobaye. 

Les souches sont entretenues au laboratoire depuis un temps variant 
de vingt-neuf ans pour la plus ancienne a trois mois pour les plus 
récentes. 100 ont plus d’un an, 67 plus de cing ans. 

Les souches les plus anciennes furent entretenues sur gélose Martin. 
Depuis deux ans, les souches sont conservées en gélatine pauvre. Toutes 
ces souches, éprouvées sur milieu gélosé peptoné glycériné avec comme 
indicateur le rouge de phénol, se sont montrées glycérol négatives. 


B. Les vrecuniqgurs. — 1° Le milieu de culture. — Girard d’une 
part [3], Pollitzer de l’autre [4], recommandent l'utilisation d’une 
technique standardisée et proposent la recherche de lacidification des 
milicux contenant des hydrates de carbone en eau peptonée a 1 p. 100. 
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Apres différents essais, il nous a semblé que le milieu suivant était 
particuliérement favorable 4 la croissance de Pasteurella pestis : 


AUN OOREd 41 EVO Gy UY oye CCU es ee eae leg 
LOC OCEmEeCDLOUEENO eS meeet rai oie Atos a eerie 28 
ASAIN OMACI PDL CO Meee ee Se eke ak beat ok eee: iL is 
CLIN Me cyte oe ae nc Are ets eae he Eee eee eee keed ee 
[BEI | oom. geist oxic Dom ciao, acheter eae a 200 cms 
LNIDEUTOUK ORS: » RS Soigats cea lhe Okie pee OO ARN eee NS eee ae 2¢g 
nO Cate Ure es partes ea es eee TSS Ge auch Sar loroe ack Wok tdoons OS: 
pH 7,4 


Le milieu, filtré sur L3, est réparti A raison de 4 cm* dans des 
tubes de 12 mm de diamétre bouchés par un capuchon de galalithe 
vissé. 

2° L’indicateur de pH. — Pour des essais comparatifs, nous avons 
utilisé simultanément, avec les mémes souches, l’indicateur d’Andrade 
recommandé par Girard et par Pollitzer, le rouge de phénol, le bleu 
de bromothymol et le bromocrésol pourpre. 

Dans les conditions de l’expérience, le rouge de phénol et le bleu 
de bromothymol furent nettement supérieurs aux deux autres. La 
supériorité du rouge de phénol sur le réactif d’Andrade avait déja été 
signalée par Devignat et Boivin [5]. Aprés ces essais comparatifs, nous 
avons choisi comme indicateur de routine le rouge de phénol. 


3° L’ensemencement. — Nous ensemencions dans chaque tube une 
pleine anse d’une culture sur gélose Martin, culture 4gée de 3 a 7 jours. 
4° L’observation. — Les milieux ensemencés étaient laissés a la tem- 


pérature du laboratoire et observés quotidiennement pendant un mois. 
Au moment de l’observation, chaque tube était agité et sa coloration 
notée. 

Avec Je rouge de phénol, on observe constamment dans les premiers 
jours une modification de la coloration, le liquide devenant rouge 
orangé. Cette variation de teinte est probablement due aux variations 
du Eh du milieu ot la croissance est trés active. L’acidification s’accom- 
pagne d’une coloration jaune nette ; ne sont considérés comme positifs 
que les tubes présentant cette coloration. En l’absence d’acidification, 
on constate le plus souvent une alcalinisation importante du milieu. 
Cette alcalinisation débute par la surface du liquide, elle peut précéder 
ou parfois suivre l’acidification, traduisant lutilisation du rhamnose. 

5° Les contréles. — Le milieu de base utilisé sans rhamnose ne 
présente jamais d’acidification. 

Dans les mémes conditions pcpommcntales, 6 souches de collection 
du bacille de la pseudo-tuberculose donnent une acidification nette en 
deux a trois jours. 

Chaque culture positive était reprise et donnait lieu 4 un contrdle 
d’identité et de pureté par le bactériophage. 


C. Les rnéisutrats. — Le tableau I rassemble les résultats expérimen- 
taux. 
1° Souches rhamnose positives. — Sur les 105 souches étudiées, 2 


utilisent régulitrement le rhamnose. L’acidification a lieu en deux 
4 trois jours pour l’une, donc aussi rapidement que pour les 
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souches P. S. T., et en six A dix jours pour l’autre. Ces deux souches 
furent isolées par inoculation au cobaye de prélévements d’organes 
humains, l’une en 1949, l’autre en 1952 ; elles sont depuis réguliére- 
ment entretenues sur milieu sans rhamnose. 


TasLeau I. 
oe oe eee Se eee eee eee eee eee eee eee ee ee ee eee 
i : SOUCHES i 
Nombre jNégatives ~{ Irrégulitrement positives 


ad? tous 


nN = fa 
; ombre d’essais positifs 
essais; essais 


2° Souches rhamnose négatives. — 51 souches, essayées chacune au 
moins sur deux milieux rhamnosés, ont donné des résultats négatifs. 

3° Souches utilisant irrégulitrement le rhamnose. — 54 souches ont 
au moins une fois, au cours des divers essais, acidifié un milieu 
rhamnosé. 


4° Variantes rhamnose positives. — Il est possible d’isoler, & partir 
d’un tube de culture ot! le rhamnose a été utilisé, une souche de 
bacille de Yersin qui utilise régulitrement et rapidement ce sucre, 
méme si la souche primitive ne donne qu’une acidification tardive et 
inconstante. 

Nous avons essayé cet isolement 4 vingt reprises. Nous avons, chaque 
fois, obtenu une variante utilisant le rhamnose en quarante-huit 
heures. 


D. Discussion. — L’acidification des milieux rhamnosés par Pasteu- 
rella pestis est classiquement un caractére peu fréquent, puisque 
Pollitzer [6] peut écrire que le bacille pesteux d’une maniére presque 
constante ne touche pas le rhamnose, bien que quelquefois il se pro- 
duise une acidification tardive. 

Parmi les souches glycérol négatives (variété orientale), Chen [7], sur 
53 souches étudiées, en trouva 2 utilisant le rhamnose, l’une provenant 
de Hawai, l’autre de Californie. C’est A cette variété qu’appartiennent 
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les souches de Madagascar que l’on considérait également comme 
n’utilisant pas le rhamnose [2]. 

Les renseignements concernant les souches glycérol positives sont 
beaucoup plus nombreux. Devignat et Boivin [5, 8], sur 40 souches 
du Congo Belge, en signalent 39 rhamnose négatives, une légére- 
ment positive. Ces auteurs, il est vrai, utilisent pour l’étude de la 
fermentation des sucres une technique particuliére. 

Baltazard et Aslani [9], sur 73 souches du Kurdistan, n’en trouvent 
aucune acidifiant le rhamnose. Heisch puis Girard [3], sur 22 souches 
glycéro] positives du Kénya, n’en trouvent aucune attaquant le 
rhamnose. 

Mais ce sont les travaux de Bezsonova et ceux des chercheurs de 
l'Institut de Saratov [4, 14, 14] qui, travaillant sur des souches glycérol 
positives, se sont le plus attachés 4 1’étude de ce probléme. Ces auteurs 
avaient noté l’apparition de souches rhamnose positives apres une 
longue conservation au laboratoire et pensaient avoir obtenu ainsi {a 
transformation d’un bacille pesteux en bacille de la pseudo-tuberculose. 
Korobkova [44] obtenait des souches rhamnose positives par |’inter- 
médiaire du bactériophage. La dissociation en variantes rhamnose 
positives avait été signalée par Berlin et Borzenkov [42] et par 
Tumansky [43]. Krainova [44] obtint les mémes résultats, mais ayant 
échoué avec des cultures glycérol négatives et, en particulier, avec !a 
souche EV, pensa qu’il s’agissait d’une propriété particulitre aux 
souches glycérol positives (1). 

Les résultats que nous avons obtenus confirment donc la possibilité 
de voir apparaitre, lorsque le milieu leur est favorable, des souches 
de Pasteurella pestis capables d’utiliser le rhamnose. Ceci explique les 
acidifications tardives signalées par Pollitzer. Il semble qu’il s’agisse 
d’une propriété générale du bacille pesteux. L’examen du_ tableau 
montre, en effet, que les souches que nous considérons comme rham- 
nose négatives sont en fait celles pour lesquelles le nombre d’essais 
a été le plus faible. Il est hautement probable que si nous avions 
répété les expériences, nous aurions considérablement réduit, sinon 
annulé, le nombre de nos souches rhamnose négatives. On peut, 
a notre avis, considérer que le bacille pesteux, d’une maniére presque 
constante, est capable dans certaines conditions d’utiliser le rhamnose, 
ou du moins fait apparaitre des variants capables de l’utiliser. 

Nos résultats montrent aussi qu’il n’est pas nécessaire, pour obtenir 
ces variants, de faire intervenir un bactériophage ni méme d’utiliser 
des souches glycérol positives. 


E. Résumé ET concLusions. — L’étude du comportement 4a l’égard du 
rhamnose de 105 souches malgaches de Pasteurella pestis nous a montré 


(1) La rédaction de ce travail était terminée lorsque nous avons avons 
eu connaissance, grace a l’obligeance du Dt Girard que nous remercions, 
dune note dactylographiée de E. Englesberg, datée de 1952, qui fut suivie 
de la parution d’un article in Annual Rep. biol. Laboratory, Long Island 
biol. Assoc. (1954-1955), p. 27-29, ou cet auteur, étudiant 12 souches, dont 4 
de Madagascar, signale avoir obtenu pour toutes des mutants utilisant le 
rhamnose. 
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que 2 souches, soit 1,9 p. 100, étaient d’emblée capables d’utiliser ce 
sucre. 

De nombreuses souches sont susceptibles de faire apparaitre des 
variants capables d’attaquer rapidement le rhamnose. 

L’utilisation du rhamnose par Pasteurella pestis est une propriété 
assez générale de ce germe, au moins de ses souches malgaches, mais 
sa mise en évidence nécessite l’utilisation de milieux particuliérement 
favorables 4 la croissance du bacille pesteux. 
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COMPORTEMENT DES LEVURES DU GENRE CANDIDA 
EN PRESENCE 
DE DIVERSES SUBSTANCES COLORANTES. 


par E. R. BRYGOO et J. COURDURIER. 


(Institut Pasteur de Madagascar) 


L’action bactériostatique des substances colorantes est largement 
utilisée en bactériologie, les milieux qui font appel a ce principe sont 
d’un usage quotidien. 

Fn mycologie, de nombreux auteurs étudiérent cette question. Le 
violet de gentiane fut le plus souvent utilisé (J. W. Churchman, 
E. W. et A. E, Stearn, E. S. Sanderson et D. C, Smith, FE. B. 
Clark) [4]. En 19338, M. Moore donna une revue des travaux concernant 
l’action stérilisante des colorants dérivés du triphénylméthane [4]. 

Nous avons étudié le comportement de 69 souches du genre Candida 
en présence de 33 substances colorantes. 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 6938 


A. Les soucurs. — Les 69 souches de Candida utilisées pour ce 
travail provenaient de divers prélévements d'origine humaine. Elles 
appartenaient aux espéces suivantes : 


Candid atalv ican savas atin ert tie 8k ee ais cha aoe Soe 21 
CONGLG CEPOL OKT USE lat ee Rats he ar tcc ee Pla ee 18 
Can RAIEGUaLeninOnGi ice Mote es eis eek ee eh ll 
COUOCHANG 1 IAVISOR oe Bea ioe rhea Eee In APY CO Rt 7 
CONGIGAUD CLUCTIOS ae fre en ee Sere Bvt en ee 3 
CY GRO GT ARO) OKIE Oe eclo eo eos Hea Om One OES CA 2 
QOH NT SSD Bee od odes kOe Sates nS he > ys Bere RO ee ee 7 


Les souches dont l’espéce n’a pas été déterminée avec précision appar- 
tiennent au groupe « azymatique » [2]. 


B. Les cororants. — Les 33 substances colorantes utilisées peuvent 
se grouper selon la classification chimique proposée par Langeron [3] : 
Coloranteniirer es ACIdes pleriquessneceede tek tor chicas sax I 

Colorants azoiques : Chryzoidine, vésuvine, vert janus, 
jaune de métanile, orange G., Soudan III, rouge trypan, 
VA SHAW UCTON | o Aeni? GAR diac Octo AUcnaRo coer cioo ace ones 8 

Dio wining CAKE CRMVAIDING  coagggonsauansdovoossonangec 1 


Quinone-imides dont : 6 thiazines (bleu de toluidine, bleu 
de méthyléne, thionine, vert de méthyléne, Azur 1, 
Azur WU); 1 oxazine (bleu de crésyl) ; 2 azines (safranine, 
MEME RMIS Dnt) eererecr erat ccerte + aycdera oreleielerevei ate ol essai dialersiece stays si stouays 9 
Phénylméthanes dont: 1  diphénylméthane:  pyronine ; 
11 triphénylméthanes dont 7 rosanilines : fuchsine, violet 
de méthyl, vert de méthyl, vert malachite, vert brillant, 
vert lumiére, bleu d’aniline ; 4 phtaléines : rose bengale, 


COSINes MULANINGs mrNOCOCHLOMVER crs ae) aleveicletalelel aeverelertate (crete orebe 12 
IYO ROHN 3 AEYON ENS YI Nise eters dao uuaobicabcito Haeriogr mo cue ees J 
(CONCH Iaihwal “9 MOXY Deano soocaodemocdontoscuce acme: 1 


Les colorants avaient été mis en solution au taux de 1 p. 100, soit 
dans de leau distillée, soit dans de l’alcool éthylique suivant leur 
solubilité. 


C. Les recHNiguES. — Deux méthodes furent successivement utilisées. 

Nous avons, dans un premier temps, éprouvé chacune des 69 souches 
vis-a-vis des 33 colorants par une technique de diffusion en gélose. 
Des pastilles de papier filtre de 1 cm de diamétre étaient immergées 
dans les solutions de colorants, séchées a ]’étuve et conservées en tube. 
On préparait avec la souche a étudier, A partir d’une culture de 
quarante-huit heures sur gélose Langeron, une suspension dense en 
eau physiologique, cette suspension servait 4a inoculer de la gélose 
Langeron maintenue en surfusion, celle-ci était ensuite versée dans 
des boite de Petri. Aprés refroidissement, on déposait sur la surface 
de la boite des disques colorés. Une boite de Petri permettait de pra- 
tiquer 5 tests. Aprés quarante-huit heures d’étuve 4 37°, on observait 
par transparence l’existence ou l’absence d’une zone d’inhibition. 

Cette premiére série d’investigations ful complétée par une étude de 
l’action de 7 substances colorantes, en milieu liquide, 4 concentration 
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variable, sur 15 souches de Candida. Les dilutions des colorants étaient 
faites en milieu Langeron. L’ensemencement comprenait 1/20 de centi- 
métre cube d’une culture de quarante-huit heures sur bouillon 
Langeron dans 5 cm* de milieu coloré. Une lecture pour contréle de 
l’action fungistatique était pratiquée aprés quarante-huit heures a 37°. 
Le lendemain (troisitme jour), lorsqu’aucune culture n’était visible, 
on ensemencait un tube de gélose Langeron afin de rechercher une 
action fungicide éventuelle. 


D. Résutrats. — I. Recherche de l’action inhibitrice en milieu solide. 
— 1° Dix-neuf colorants ne montrérent aucune action inhibitrice en 
milieu solide pour les 69 souches étudiées, ce sont : 


L’acide picrique ; 

La vésuvine, le jaune de métanile, l’orange G, le Soudan III, 

Le bleu et le rouge trypan ; 

Le bleu de toluidine, le bleu de méthyléne, le vert de méthy- 
léne, l’azur I et I]; 

Le bleu de crésyl ; 

Le vert lumiére et le bleu d’aniline ; 

Le rose bengale, ]’éosine et l’uranine ; 

L’orcéine. 


Si, pour certains colorants comme le Soudan III, l’absence de diffu- 
sion visible pouvait rendre compte du manque d'action inhibitrice, 
pour la plupart on pouvait observer autour de la pastille une vaste 
zone de coloration intense qui ne semblait géner en rien la prolifération 
de la levure. Pour ces 19 colorants, nous avons contrélé l’absence 
d’action fungicide en procédant 4 des cultures A partir de la zone de 
gélose ayant été pendant quarante-huit heures en contact direct avec la 
pastille de papier coloré. Nous avons constamment réussi 4 recultiver 
la levure. 


2° Sept colorants donnérent des résultats variés, ce sont: 


La chrysoidine et le vert janus ; 
Le rouge d’alizarine ; 

La thionine ; 

La safranine et le vert Visba B; 
La fuchsine. 


Avec ces substances les résultats furent irréguliers et difficiles 
4 systématiser. Nous n’avons observé ni sensibilité particuliére de telle 
ou telle espéce de Candida vis-a-vis de l'une des substances colorantes, 
ni fragilité particuliére de telle ou telle souche 4 l’égard de l’ensemble 
des colorants. Le comportement des souches ne s’est méme pas montré 
absolument constant au cours d’essais successifs. Si l’on tient compte 
du nombre total d’essais ayant mis en évidence un effet fungistatique, 
les sept colorants peuvent se classer par ordre d’activité croissante de 
la maniére suivante : 

Chryzoidine, 14/83; fuchsine, 15/82; rouge d’alizarine, 16/77 ; vert 
Visba B, 30/71 ; vert Janus, 41/86 ; safranine, 46/88. 
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3° Sept colorants se montrérent constamment actifs, ce sont : 


La pyronine ; 

Le violet de méthyl, le vert de méthyl, le vert malachite, le 
vert brillant ; 

Le rhodochrome ; 

La gonacrine. 


Six de ces sept colorants sont des dérivés du phénylméthane, 4 sont 
des triphénylméthanes rosanilines. Pour tous ces colorants l’action 
fungistatique, qui se traduisait par une zone d’inhibition nette autour 
de la pastille de papier, se doublait d’une action fungicide. La sub- 
culture de la gélose prélevée sous la pastille colorée ne permettait 
jamais d’isoler la levure initiale. 

Le vert malachite donna constamment la plus large couronne d’inhi- 
bition, de 10 4 12 mm en moyenne. La pyronine, le vert de méthyl, 
le violet de méthyl et le vert brillant donnaient en général des zones 
d’inhibition de 4 4 10 mm de large, alors que rhodochrome et gonacrine 
avaient rarement des zones dépassant 3 mm de large. 

II. Action en milieu liquide a concentration variable. — Nous avons 
essayé les 7 colorants qui s’étaient montrés constamment actifs en 
milieu solide, avec 15 souches: 8 de C. albicans, 3 de C. parakrusei, 
2 de C. guillermondi, 2 de C. krusei. 

Avec le rhodochrome, a la dilution de 10—% (la plus forte concen- 
tration essayée), aucune action fungistatique sur aucune des 15 souches. 
La croissance était parfois retardée par rapport au tube témoin, mais 
au troisiéme jour elle était toujours trés nette. 

La gonacrine et le vert de méthyl n’avaient aucune action a ta 
concentration de 10—*, mais ces deux colorants avaient une action 
fungistatique nette pour les 15 souches & la dilution de 10— ; l’action 
statique nulle a la concentration de 10—° était doublée d’une action 
fungicide pour 4 souches avec le vert brillant et pour 8 souches avec 
la gonacrine. 

Avec la pyronine l’action fungistatique, nulle a la concentration 
de 10-5, était constante 4 10—*. Mais l’action fungicide qui touchait 
5 souches sur 15 dés la dilution 10—* n’en touchait encore que 11 
i 10-8. Donc 4 souches pour lesquelles une action fungistatique nette 
se lisait A la concentration de 10-+, n’étaient pas détruites par un 


EFFET FUNGISTATIQUE FUNGICIDE 
Dilution 10-3|10-4#| 10-8] 10-6 | 10-3] 10-4] 10-5 |10-6 
Rhoddeheome ys keenest Bes 0 0 
Nert desmretbylicars crise peach yee 45 0 4 0 
GONACEING eis ule ete aa ay ake en a * : ke 0 ; 
AMINE 5 o 6 a Oo Ola 0 6 6 oes i 5 
)\UOUEE Gi. WOGHINIE oe =o yo ONG 15 45 42 0 45 13 7 0 
Wertepritiaitercstcecs tien. mame steer 45 15 fl 0 45 43 4 0 
Vert amatachit@ws mom cementum rs « 45 | 45 4 0-1} 45 | 40 4 0 
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contact de trois jours A la dilution de 10—%. C’est avec la pyronine que 
la dissociation entre les deux actions nous a semblé la plus nette. 


Pour les trois colorants restants : violet de méthyl, vert brillant 
et vert malachite, aucun colorant n’est actif Aa la concentration 
de 10—®, les trois sont fungicides 4 10—%. Le tableau donne le détail 
des résultats observés. 

Dans chaque case le chiffre indique le nombre de souches (sur 15) 
pour lesquelles une action fungistatique ou fungicide a été obtenue a 
la concentration correspondante. 

En étudiant séparément le cas de chaque souche on constate qu’une 
résistance particuliére 4 l’action d’un colorant ne se traduit pas par 
une résistance plus marquée a l’égard des autres. On constate égale- 
ment qu’il n’existe pas de différence nette dans le comportement des 
quatre espéces de Candida vis-a-vis des sept colorants essayés. 


R&SUME ET CONCLUSIONS. — Nous avons étudié l’action de 33 substances 
colorantes sur 69 levures du genre Candida. L’étude comporta, d’une 
part la recherche de l’inhibition en milieu solide et, d’autre part 
pour 7 colorants, le calcul des taux fungicides et fungistatiques en 
milieu liquide. Les colorants les plus actifs sont le violet de méthyl, 
le vert brillant et le vert malachite. 
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DU ROLE DES PLAQUETTES ET DES HEMOCONIES 
DANS LA DEFENSE ANTIMICROBIENNE 


par L. DUCHON. 


(Laboratoire de Secteur de VHopital Trousseau.) 


La fonction antixénique des plaquettes a fixé Vintérét depuis long- 
temps, avec Achard, Aynaud, Delrez ct Govaerts, Le Févre de Arric, 
Roskam, ete. 

C’est autour de la fonction d’adhésivité des plaquettes aux bactéries 
qu’ont gravilté surtout les recherches. Or, l’emplaquettement, ainsi 
bien mis en évidence, n’est peut-étre qu’un phénoméne second et il 
nous semble qu’il a suscité un cloisonnement étanche des fonctions 
de cet organisme. C’est ainsi, comme nous le montrerons, que la 
fonction antixénique nous parait dépendre aussi d’une fonction com- 
plémentaire ; l’édification fibrineuse. 
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Quant aux hémoconies, leur réle s’est imposé A nous connexe de 
celui des plaquettes et fort loin d’un réle purement digestif. 


A la suite de nos travaux sur la phagocytose provoquée [4] réalisée 
entre lame et lamelle surélevée, il nous est apparu que la constitution 
des amas nodaux, plaquettes, phagocytes, micro-organismes, et de tout 
Vappareil fibrineux méritait une certaine attention du point de vue 
de lVédification défensive spontanée de l’organisme. Ce qui nous a 
conduit aux expérimentations suivantes. 


EXPERIMENTATION. — (Cette expérimentation et toutes celles qui 
suivront ont été réalisées a l’aide du contraste de phase indispen- 
sable et du fond noir.) 

1° Observons concurremment, a la température du laboratoire, deux 
préparations de sérum prélevé 4 la surface d’un sang du jour trés 
exactement citraté, soit 0,5 cm? de solution de citrate de soude a 
10 p. 100 pour 15 cm® de sang bien mélangé et bien décanté. 

La premiére préparation sera une gouttelette déposée au centre 
d’une cellule constituée par un fragment de tissu en matiére plastique 
trés fin, de la dimension de la lamelle mais largement perforé en 
son centre, qui aura été passé dans la paraffine fondue puis refroidi 
et collé 4 chaud sur la lame. On recouvre d’une lamelle qui sera 
lutée. 

La deuxiéme préparation sera identique a la premiére, sauf que, 
non munie de tissu, la lamelle écrasera sans soutien le sérum. 

Ces préparations seront observées dans les heures et jours qui 
suivent. 

Aprés équilibre statique et en progressant vers le bas, sur la 
premiére lame, on remarque que l’on rencontre tout d’abord la 
couche des hémoconies, sphérules d’inégal volume, plus ou moins 
nombreuses suivant le sang, animées de mouvements browniens 
violents et, sur le plan le plus inférieur, la couche presque exclusive 
des plaquettes 4 mouvements plus calmes. Tel que, l’aspect peut 
durer des jours. 

Sur la deuxiéme lame, l’aspect, similaire au début, ne tarde pas a 
se modifier et en fonction de l’épaisseur de la lame sérique. Les hémo- 
conies se raréfient, en méme temps que la face inférieure de la 
lamelle se tache de mouchetures trés fines qui ne sont autres que 
ces éléments que 1’on peut surprendre se fixant sur elle. Les plaquettes 
ont tendance a s’agglutiner, elles paraissent s’altérer prenant un 
aspect métamorphique et s’immobilisent. Parfois, 4 la suite de ces 
immobilisations et en fonction de la citratation, des filaments de 
fibrine apparaissent. L’aspect n’est pas toujours uniforme, 1’épaisseur 
de la couche liquide étant plus mince sur les bords. Ces altérations 
ont été jusqu’ici attribuées au vieillissement rapide. 

Cette différence de constat impose donc, pour 1’étude de la physio- 
pathologie de ces organismes, la nécessité absolue des observations 
sous lamelle surélevée, qui restera l’unique dispositif au long de ces 
travaux. Notion qui ne nous parait pas avoir retenu l’attention. 

9° Nous avons été amené tout d’abord 4 considérer qu’hémoconies 
et plaquettes ont des relations si étroites qu’elles pourraient bien étre 
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les éléments d’un méme systéme, et nous abordons 1a le systéme de 
la défense anti-microbienne. 

On pourra utiliser le dispositif précédent en ajoutant une fine 
gouttelette d’une suspension aqueuse trés pauvre de staphylocoques, 
recueillie sur gélose de vingt-quatre heures. Mais 1l’observation sera 
plus aisée, en raison de la raréfaction des plaquettes, en procédant 
comme suit. 

Une goutte du sérum citraté, fortement centrifugé, est déposée sur 
une lame. Dans cette goutte, on ajoute une 6se de 4 mm de diamétre 
d’un fil de platine trés fin (15/100 mm), du méme sérum non centri- 
fugé et une dse d’une suspension de staphylocoques, germe trés favo- 
rable en raison de son immobilité et de sa toxine coagulante. On 
recouvrira d’une lamelle, dont l’un des bords restera suspendu sur 
un trés mince fragment de fil de verre ; on lutera soigneusement (1). 
La rapidité de l’observation varie avec l’abondance du germe, mais 
peut demander des heures. 

Avec une infinie patience, on constate : 

a) Que les hémoconies présentes ne tardent pas & augmenter de 
volume ; que, toujours sous l’influence de la toxine, d’autres prennent 
naissance, de-ci de-la, dans le voisinage des plaquettes sans qu’il soit 
permis d’en inférer une filiation : A la limite de la visibilité, au 
départ, on les voit grossir et se confondre peu a peu avec les sphérules 
voisines. On a alors souvent limpression que les mouvements 
browniens de l’un de ces éléments semblent se synchroniser avec 
ceux de la dentrite particulitrement accusée d’une plaquette sous- 
jacente et en une méme trajectoire, comme s’ils étaient reliés. De 
fait, dés ce moment, dans certaines conditions, quand la sphérule 
tangente le rayon visuel qui va a la dentrite, un aspect filamenteux 
les reliant peut devenir visible. Nous remarquerons de plus, et la 
photographie le précise, que sur ces préparations et parfois sur la 
face inférieure de la lamelle ot elle vient souvent se fixer, |’>hémoconie 
tend 4 prendre l’aspect de téte de Gorgone avec de tres fins et courts 
filaments irradiant de sa périphérie, filament parfois unique qu’elle 
remorque. 

Ce dispositif filamenteux, invisible au début en raison sans doute 
de sa transparence, de sa ténuité, de sa vibration, est pour nous 
Vamorce d’une formation seconde de nature fibrineuse parce que, 
celle-ci une fois apparue, reste indélébile (ultéricurement nous aurons 
a préciser ce point). 

L’hémoconie, au voisinage des plaquettes, nous parait alors 
s’imposer comme un ballonnet de sustentation soutenant le filament 
qui la relie 4 la plaquette, réalisant ainsi, dans l’ensemble, un réseau 
de défense passive élabli sur le chemin des corps étrangers, comme 
le précisent les photographies ; 

b) En effet, si on suit un coccus, on peut se rendre compte, précédant 
Vapparition de la fibrine et sans connexion visible, qu’une plaquette 
de voisinage, parfois qu’un groupe de plaquettes, suit sa Li Sadch lel 
due aux pérégrinations browniennes. 


(1) Celle pratique, par la variation de l’épaisseur de la lame sérique, per- 
metira de trouver facilement la zone la plus favorable 4 lobservation. 
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L’arrét du coccus marque l’arrét de la plaquette et quelque temps 
aprés la liaison se matérialise par un filament fibrineux, progressi- 
vement grossissant, tendu de l’un & l’autre. 

(L’arrét du coccus n’apparait pas toujours spontané, il peut se 
présenter un phénoméne particulier: autour du coccus on obser- 
vera les longues et irréguliéres évolutions d’une sphérule, puis assez 
brusquement on aura quelquefois la chance exceptionnelle d’observer 
la prise de contact des deux corps et leur fixation synchrone par l’arrét 
des mouvements browniens. Suivant l’orientation, on peut constater 
alors que la sphérule est fixée comme un parasite sur le corps du 
coccus.) 

En prolongeant l’observation, on remarque que des filaments appa- 
raissent de plus en plus nombreux, irradiant du coccus. Au début 
parfois flexueux, ils finissent par se tendre rectilignes dans toutes les 
directions et jusqu’a des plaquettes ou hémoconies plus ou moins 
éloignées. On voit aussi parfois le dispostif gorgonien de la sphérule 
fixant dans ses réts un ou plusieurs cocci. En fait, l’hémoconie nous 
apparait comme un corpuscule colloide précipité sous l’influence de 
la toxine (ce qui pourrait étre une explication de leur abondance lors 
du passage des éléments toxiques de la digestion). 

A ces contacts, d’ailleurs plus ou moins rapidement, le coccus gonflé 
ou enrobé perd son aspect. 

Fait remarquable, 4 constater dés maintenant, jamais dans de telles 
conditions il n’y a accolement des corps étrangers par les plaquettes. 

Cette physiologie de l’hémoconie et de la plaquette sera précisée 
ultérieurement, en de véritables schémas expérimentaux. 

Une fois la construction fibrineuse réalisée, le dispositif général est 
constitué de formations rayonnées articulées les unes aux autres dont 
les centres sont les uns la plaquette, les autres le coccus. Surtout au 
stade précoce de la formation du réseau, les filaments émanés de la 
plaquette témoignant du réle de l’hémoconie sustentatrice se dirigent 
vers le haut. On pourra remarquer qu’ils sont ponctués de-ci de-la et 
souvent aux entrecroisements, ponctuation faite de sphérules fixées, 
accentuant ainsi la formation étoilée. Au fur et 4 mesure que I’édifi- 
cation fibrineuse approche de son terme on observe la disparition quasi 
totale des hémoconies mobiles, la fonte plus ou moins compléte des 
plaquettes. 

Dans les préparations riches en plaquettes la participation de la 
plaquette au filage de la fibrine se révéle nettement: plus la fibri- 
nation est belle, plus les plaquettes se raréfient et on observe certaines 
d’entre elles suspendues sur les fils, qui vont s’amenuisant jusqu’a 
disparition comme si elles étaient en relais de l’armature du filament. 

Toutefois, si, comme le veulent les travaux antérieurs (Wolf, Achard 
et Aynaud), le filament fibrineux peut apparaitre en dehors de la pré- 
sence des plaquettes, sa qualtié nous a toujours paru nettement fonc- 
tion de sa présence. 


La fixation du micro-organisme par une hémoconie est fort délicate 
4 observer ; elle est peut-étre une exception dans le mécanisme de 
la défense. Le fil de fibrine constitué d’une substance colloide rétrac- 
tilé a lui, nettement pour fonction, l’engluement des corps étrangers. 
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En dehors du fait observé de la fixation et immobilisation totale 
et brutale d’un coccus sur le fil de fibrine, on peut matérialiser au 
besoin cet engluement par la photographie, de la fagon suivante. 

Fixons sur une lame bien parallélement aux bords longs par deux 
points de soudure a la paraffine un fil des plus fins (un cheveu lavé 
a l’éther donnera les meilleurs résultats). 

Laissons tomber sur le fil une goutte de sérum d’un sang citraté 
au minimum (1), mais dilué de dix volumes du méme sérum fortement 
centrifugé. On aura ajouté a raison de deux gouttes pour dix de 
sérum, une culture sur bouillon T de staphylocoque agée de 3 ou 
4 jours, diluée elle-méme au 1/10 avec du bouillon T. On recouvre 
délicatement d’une lamelle bien parallélement 4 la lame et on lute. 

La lame est immobilisée sur la platine du microscope d’un cété par 
un valet fixe, de l’autre c6té l’extrémité du cheveu est fixée A la potence 
de la platine mobile, de telle facon que les tractions par la crémailliére 
se fassent bien parallélement aux bords de la lame. On fait sauter les 
points de soudure et aprés un certain temps, la mise au point étant 
faite sur le cheveu, a l’aide de la crémailliére on imprime par a-coups 
espacés des mouvements trés doux et courts. Dans de bonnes conditions, 
on constate que, assez rapidement, les plaquettes, hémoconies ou 
cocci qui avoisinent le cheveu et méme plus ou moins éloignés, suivent 
les tractions, mais avec retard; en prenant comme repére le bord 
du champ on les voit entrer d’un cdété, sortir de l’autre, et cela 
avant toute formation de fibrine, comme si le tout était entrainé 
dans une masse visqueuse élastique. 

Puis, un aspect lisse apparait contemporain de la précipitation fibri- 
neuse sous forme de filaments qui se tendent par la traction, paralléles 
et ayant leur point d’application sur le cheveu. 

Différentes constatations peuvent étre faites alors 

a) Le role d’arrét joué par le systéme fibrineux dans 1’infection : sur 
les filaments les cocci sont fixés, fixation précisée par la perte totale 
des mouvements browniens. 

Si Von a utilisé un streptocoque de faible activité fibrinolytique, 
la chainette plus ou moins longue peut étre fixée en plusieurs points 
sur plusieurs filaments. Mais on peut aussi apercevoir la chainette, 
fixée seulement en une de ses extrémités, subir des mouvements de 
battant de cloche sous l’influence de légéres tractions. 

Le systéme fibrineux est donc un filet tendu sur le chemin des 
micro-organismes pouvant réaliser cette simple fonction sur un orga- 
nisme d’une certaine dimension, mais en méme temps filet a mailles 
engluées, de matiére colloide, pouvant fixer un organisme plus petit 
et & Vaise & travers les mailles. 

b) On peut se rendre compte encore de l’élasticité de la fibrine 
elle se tend en remorquant le corps étranger avec retard; de sa 
rétractilité, du fait de tractions trop violentes des ruptures se produisent 
et sous l’oeil le filament se rétracte comme un élastique rompu. 

c) Il est remarquable encore d’observer ici la participation de la 
plaquette au filage de la fibrine : précocement, dés la formation du 
réseau, exercons des tractions ; de part et d’autre du cheveu les fils 


(2) 0,5 em’ de solution de citrate 4 10 p- 100 pour 18 4 20 cm? de sérum. 
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se tendent et on voit alors les plaquettes s’étirer, s’amenuiser, dispa- 
raitre quand dans la zone statique voisine elles restent intactes. 


En résumé, au moyen du microscope A contraste de phase et par le 
moyen simple mais indispensable de préparations sous lamelles sur- 
élevées, on peut assisler, sous l’influence de la toxine coagulante du 
staphylocoque, 4 la construction de l’architecture fibrineuse. A cette 
construction collaborent deux éléments: les plaquettes et les hémo- 
conies, qui, en dehors de propriétés propres a chacune d’elles, ont 
pour réle commun celui de jalons de précipitation du fil de fibrine 
et aussi de fiches d’amarrage de ces fils. Ce dispositif ainsi tendu 
s’impose comme un réseau de défense passive établi au-devant de 
Venvahissement microbien. 
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PHOTOGRAPHIE ELECTRONIQUE 
DU VIRUS FIXE DE LA RAGE 


par ALexanpreE KARPAROFF. 


(Chef du Service des Virus, Institut d’Epidémiologie 
et de Microbiologie, Sofia, Bulgarie.) 


Des cerveaux de lapins infectés avec le virus fixe de la rage sont 
fixés pendant quatre heures dans l’éther pour que le tissu cérébral 
dans lequel se trouve le virus soit débarrassé des lipoides et des 
graisses qui ne sont pas perméables aux électrons. Les cerveaux sont 
ensuite plongés pendant vingt heures dans de l’eau physiologique, 
dans laquelle diffuse le virus fixe. Cette eau physiologique donne des 
préparations trés réussies pour la photographie électronique du virus. 

Le virus fixe de la rage a une forme sphérique ou légérement ovoide, 
avec des dimensions de 100 4 300 mp. Dans les préparations métal- 
lisées au chrome, l’ombre portée par le virus met bien en relief sa 
forme sphérique (fig. 1). 

L’inoculation subdurale des lapins et des cobayes avec le matériel 
examiné provoque la rage avec une incubation et les caractéres cliniques 
typiques du virus fixe de la rage. 

Dans les préparations faites suivant cette méthode avec des cerveaux 
de lapins sains, on n’observe pas ces mémes corpuscules. 


M. Lipine. En présentant cette communication de M. Karparoff, je 
désire faire remarquer que ses images peuvent effectivement ¢tre 
des photographies du virus rabique, mais que notre collégue n’en 
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a néanmoins pas apporté la preuve. En dehors du cas ou lon observe 
le virus in situ au sein de tissus, la simple description morphologique 
d’un ou plusieurs corpuscules isolés vus au microscope électronique 
ne peut étre considérée comme démonstrative si Yon n’apporte au 
moins la preuve que des variations dans la concentration de ces 
corpuscules accompagnent des variations paralléles de la virulence et 


Fic. 1. — Virus fixe. Grossissement x 15000. Ombrage au chrome. 
Photomontage montrant quatre corpuscules, 


que le matériel observé présente le méme comportement physico- 
chimique (résistance, etc.) que celui reconnu au virus. 

D’autre part, un détail me parait troublant : d’aprés la description 
succincte de cette technique, l’auteur obtient le virus par diffusion 
dans le milieu ambiant, phénoméne autrefois décrit par Remlinger. 
Il n’indique point qu’il procéde 4 une concentration du virus, par cen- 
trifugation, par exemple. Dans ces conditions, on doit penser que la 
diffusion du virus dans l’eau physiologique apporte un facteur de 
dilution important A un virus dont la concentration dans le tissu 
cérébral ne doit guére dépasser 104 4 10°. Dans ces conditions, les 
chances d’apercevoir un seul corpuscule au microscope électronique 
(vu le volume des prélévements et les dimensions du champ du 
microscope) sont pratiquement infimes. On peut se demander si ce 
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que l’auteur a photographié n’est pas en fin de compte le matériel 
lipoprotidique qui s’échappe du tissu névraxique préalablement traité 
par ]’éther, traitement qui a, on le sait, pour effet de lui donner une 
grande friabilité. 


MESURE RAPIDE DE L’HEMOLYSE AU PHOTOMETRE 
SANS GAMME NI CENTRIFUGATION 


par Prerre VELU et Maurice VELU. 


Deux sortes de méthodes quantitatives sont utilisées en sérologie 
pour mesurer l’hémolyse : celles qui se contentent d’une appréciation 
grossiére a l’ceil nu, sans échelle, et celles qui opérent par comparaison 
avec une gamme colorimétrique (Desmouliéres, Vernes), ou opacimé- 
triqgue (Kolmer). Ces derniéres techniques comportent certains incon- 
vénients : la perte de temps occasionnée par la préparation d’une 
gamme ou par la centrifugation des éléments de la gamme et des 
échantillons & titrer [4, 3, 4]. Nous nous sommes demandé s’il ne 
serait pas possible de les éviter. 

Pour le vérifier nous avons étudié comparativement au photométre 
de Lagaillarde, avec l’écran vert et la cuve de 2 mm, les gammes 
suivantes (tableau I), du type Kolmer, constituées par des mélanges : 

1° de suspension globulaire (S. glob.) et de solution d’hémoglo- 
bine (S. hém.) ; 


TasLeAv I. 


2° de solution d’hémoglobine et de sérum physiologique (S. phy.) ; 

3° de suspension globulaire et de sérum physiologique. 

Ces gammes artificielles qui résultent du mélange en proportions 
inverses de deux des constituants de l’hémolyse représentent : 

a) la troisiéme, les globules non hémolysés ; 

b) la seconde, l’hémoglobine libérée par l’hémolyse avec les stromas 
elobulaires correspondants ; ; 

c) la premiére, le mélange de ces constituants de Vhémolyse. 

Les ELEMENTS DE CETTE REACTION sont préparés de la fagon suivante : 

a) La suspension globulaire, a partir d’une suspension-mére, bien 
homogénéisée (4 2 p. 100 de purée globulaire de mouton), qu’on dilue 
dans une éprouvette graduée, A raison de em: dans une quantité 
de sérum physiologique de N cm‘%, suffisante pour avoir une lecture 
nette au photoméetre ; 
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b) La solution d’hémoglobine, dans une éprouvette graduée, a partir 
de 1 cm? également de la suspension-mére de globules, bien homo- 
généisée, & laquelle on ajoute N-N/10 cm? d’eau distillée pour obtenir 
Vhémolyse (réalisée au bout de quelques minutes [2, 5]), puis 
N/10 cm? de solution aqueuse de chlorure de sodium 4 85 p. 1000 
pour rétablir l’isotonie de l’ensemble. Cette solution hémoglobinique 
parait suffisamment stable ainsi [5], sans addition d’autre produit [4]. 
Sa teneur en stromas globulaires est exactement la méme que celle 
de la suspension de globules non hémolysés. 


Résuttats. — La lecture au photométre de Lagaillarde (cuve de 
2mm, écran vert) faite apres agitation des produits pour homogé- 
néisation nous a donné les résultats suivants (tableau II). 


TaBLeAu II. 


oe GAUME ae ’ 
S.hém.+S.nl 


La densité optique du tube 1 de la gamme I peut étre considérée 
comme représentant la totalité de l1’*>hémoglobine libre (et des globules 
rouges hémolysés), comme le tube 1 de la gamme II, tandis que le 
tube 5 de la gamme I représente la totalité des globules rouges 
(avec leur hémoglobine non libérée), comme le tube 5 de la gamme III. 

On notera que les valeurs opacimétriques obtenues avec la gamme I 
représentent 4a trés peu de chose prés la somme des valeurs enre- 
gistrées avec les tubes correspondants des gammes II et III. Il est 
évident que si les tubes de la gamme II avaient été centrifugés, les 
densités auraient été trés légcerement inférieures a celles enregistrées 
et la comparaison des tubes 1 de la gamme I et II n’aurait plus été 
possible [3, 4]. 

Pour confirmer la valeur de ces résultats, les mémes essais ont été 
effectués avec un autre photométre (photométre de Meunier, écran 
vert, cuve 1 cm) et d’autres concentrations, dont voici un exemple 
pris au hasard (tableau IID). 


TasLeau III 


GAME 1 [| GAME 11 | GAME 11 
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EXPRESSION GRAPHIQUE DES RESULTATs. — A partir des chiffres obtenus 
avec le photométre de Lagaillarde aprés plusieurs essais, nous avons 
construit les courbes correspondant 4 chacune des 3 gammes. Elles sont 
figurées dans la fig. 1 dans laquelle les densités optiques sont portées 
en ordonnées : ce sont des droites. 

Dans les conditions o& nous nous sommes placés, il semble bien que : 

1° La courbe II (S. hém. +S. phy.) est surtout colorimétrique, 
fonction de la teneur en hémoglobine ; les stromas ne jouent qu’un 
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Fie. I. 


role insignifiant en raison de leur taux de dilution ; c’est la raison 
qui nous a fait choisir l’écran vert [5], qui permet le titrage de 
l’hémoglobine et de la densité globulaire ; 

2° La courbe III (S. glob. + S. phy.), surtout opacimétrique, ne 
dépend que du nombre des globules rouges, d’ot |’élimination de 
V’écran rouge [6] qui ne permettrait pas de tenir compte de l’hémo- 
globine dans 1’établissement de la courbe I ; 

3° La courbe I (S. hém. + S. glob.) représente la somme des densités 
optiques précédentes : 

a) celle des globules rouges non hémolysés (courbe III) ; 

b) celle de l’hémoglobine libérée et des stromas globulaires corres- 
pondants (courbe II) qui n’interviennent pratiquement pas. 

Grace A la pente de cette courbe I, il est possible et méme facile, 
dans la pratique courante, de déterminer rapidement, au photométre, 
avec une précision convenable, le taux d’hémolyse sans gamme ni 
centrifugation : au lieu de tracer la courbe I des densités optiques 
totales (globules hémolysés ou non et hémoglobine libre), nous exami- 
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nerons seulement deux points de l’inhibition de cette hémolyse ; dans 
le cas du tableau II la densité optique était de 5 lorsque cette inhi- 
bition était nulle et de 25 quand elle était de 100 p. 100; si nous 
nous arrangeons pour que l’inhibition nulle corresponde au zéro du 
photométre, l’inhibition 4 100 p. 100 sera de 25 — 5 = 20. Chaque 
graduation correspondra alors 4 100/20, soit 4 5 p. 100 d’inhibition 
hémolytique. 


En résumé, les réactions d’hémolyse donnent avec le photométre 
(écran vert) deux points : celui de l’hémolyse nulle et celui de l’hémo- 
lyse totale (100 p. 100). La courbe représentative du phénoméne est 
une droite. Il est facile de la tracer ou de faire un calcul pour avoir 
rapidement le pourcentage d’hémolyse (4 une erreur de 5 p. 100 prés) 
d’un produit quelconque, sans avoir & faire de centrifugation préalable, 
ni établir de gamme spéciale. I] est aisé de voir l’intérét que cette 
constatation peut offrir pour l’examen de divers problémes pratiques 
de sérologie (étude des systémes hémolytiques), ou d’hématologie 
(mesure de la résistance globulaire), que nous examinerons ultérieure- 
ment. 
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Les communications suivantes paraissent ou paraitront en Mémoire 
dans les Annales de l’Institut Pasteur : 


L’action de l’isonicothydrazone de la métasulfobenzaldéhyde 
(605 G) sur la tuberculose expérimentale du cobaye. II. Aprés 
inoculation de bacilles tuberculeux streptomycino-résis- 
tants, par A. Lurz et M™ M. A. Wirz. 


Méthode simplifiée d’identification des Enterobacteriaces ne 
fermentant pas rapidement le lactose, par R. Burmraux, 
J. Mortamez et J. PAPAVASSILIOU. 


Photorestauration de bactéries dépourvues de porphyrines, 
par R. Lararser et M. BELsanskt. 


Sur l’immune-adhérence du staphylocoque : mise en évidence 
d’un systéme antigéne-anticorps spécifique, par R. Kourmsxy, 
J. Pruer et: R. Prion. 
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Sur un critére du pouvoir pathogéne des brucelles, par 
H. Jacoror, A. Vai et A. Le Prion. 


Identification en France du virus de la variole du canari ou 
virus de Kikuth, par H. Jacoror, A. Vauutr et L. Reinié. 


Action partiellement inhibitrice du bouillon nutritif sur la 
croissance de Pasteurella pestis, par A. Giraro. 


Au sujet de souches cristallophores entomophytes de B. cereus. 
Considérations sur les inclusions cristallines et leur origine 
possible, par C. Toumanorr. 


Développement du virus grippal et pH du liquide allantoique de 
l’ceuf embryonné. V. Action acidifiante et inhibitrice des sels 
d’ammonium, par B. Fauconnrer. 


AVIS 


Les éléves et anciens éléves de 1’Ecole supérieure des Sciences écono- 
migues et commerciales de l'Institut catholique de Paris ont décidé 
d’attribuer en 1956, comme ils l’ont fait les années précédentes, un 
prix de 100000 fr. au moins & l’auteur, homme ou femme, frangais 
ou étranger, du meilleur travail de recherche sur le cancer, effectué 
en France ou dans l'Union Francaise, inédit ou publié au cours des 
trois derniéres années. 

Ce travail devra étre écrit en francais et parvenir a la Ligue francaise 
contre Je Cancer, 6, avenue Marceau, Paris (8°), accompagné d’une 
lettre de candidature, avant le 25 décembre 1955. 


LIVRES REQUS 


Houben-Weyl. — Methoden der organischen Chemie, 4° édition comple- 
tement remise A jour. Volume 4, 2° partie : Méthodes chimiques 
générales, 1004 p., 77 fig. Georg Thieme, édit., Stuttgart, 1955. 
Prix : 152 DM. 


Comme plusieurs des volumes précédents de cette série, le 4° volume 
des Methoden der organischen Chemie a dd étre dédoublé en deux tomes 
par suite de l’extension prise par de nombreux secteurs de la chimie 
organique. 

Le 2° tome comprend 10 chapitres et est consacré presque pour moitié 
4 la catalyse. Aprés un rappel théorique permettant de situer chaque 
réaction catalytique, on y trouve un chapitre consacré a la préparation 
des catalyseurs, qui s’adresse aussi bien a 1|’industrie qu’au_labo- 
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ratoire de recherches, et une étude extreémement compléte des réactions 
de catalyse tant en milieu homogéne qu’en milieu hétérogéne. 

Deux chapitres plus brefs sont consacrés aux réactions pyrochimiques 
et aux réactions électrochimiques. En ce qui concerne ce dernier sujet, 
une lacune est ainsi comblée, aucun ouvrage récent ne traitant de 
cette branche de la chimie un peu négligée de nos jours. 

Aprés un chapitre sur l’obtention de corps optiquement actifs, nous 
trouvons une étude qui est presque une monographie sur la prépa- 
ration des composés organiques marqués. 

Ziegler expose la chimie des composés macrocycliques en une centaine 
de pages particuliérement intéressantes. 

Les deux derniers chapitres enfin abordent l’utilisation d’enzymes 
ou d’organismes vivants pour la transformation de produits organiques 
et, d’une facon trés sommaire, les problémes techniques posés dans 
ce cas par l’emploi de microorganismes. 

La physionomie générale de ce volume est différente de celle des 
volumes précédemment parus. Il fait le point, 4 l’aide de tableaux 
extrémement utiles, des techniques générales, en renvoyant aux volumes 
spéciaux pour les applications particuliéres 4 chaque fonction. Certains 
de ses aspects intéresseront plus spécialement les laboratoires industriels, 
mais il offrira A tous les organiciens une excellente vue d’ensemble 
des sujets abordés. Peake 


Tumeurs broncho-pulmonaires. Exposés anatomo-cliniques présentés par 
A. Policard, J. Delarue, P. Galy, J. Paoli, H. Metras, J. Charpin, 
P. Laval, H. Gastaut et J. Dor. 1 vol., 146 p., 91 fig., Masson édit., 
Paris, 1955. Prix : 1 000 fr. 


L’ouvrage réunit les coniérences qui ont été prononcées par différents 
auteurs au cours des « Entretiens anatomo-cliniques » de Marseille en 
1954. Il envisage les méthodes de diagnostic du cancer bronchique, 
les rapports entre l’anatomie pathologique et la clinique, la question 
des métastases, des interventions chirurgicales, la classification anatomo- 
pathologique des cancers bronchiques, etc. La conclusion de tous ces 
travaux, tirée par le professeur Paoli, est que la connaissance des faits 
établis doit permettre aux malades d’étre soignés plus tét et dans des 
conditions meilleures et plus propices 4 la guérison. Hoes 


Z. M. Bacq et P. Alexander. — Principes de Radiobiologie. 1 vol., 478 p., 
136 fig., Masson édit., Paris, 1955. Prix: 4 250 fr. 


Comme l’indique le professeur Gray dans sa préface, les auteurs ont 
eu pour but de présenter l'état actuel des recherches dans ce vaste 
domaine, tache difficile en raison de la variété des disciplines qu’il faut 
passer en revue. Le livre s’adresse donc aux radiothérapeutes, aux 
physico-chimistes, aux radiobiologistes et cancérologues et A tous ceux 
qui, pour une raison quelconque, s‘intéressent a l’utilisation de l’énergie 
atomique. Il attire tout spécialement l’attention sur l’aspect chimique 
de l’action des radiations, qui semble, & mesure que les recherches 
progressent, de plus en plus important. Les divers. chapitres sont 
consacrés aux effets des radiations sur la matiére et dans les phéno- 
ménes cytologiques et génétiques, aux substances dont l’action ressemble 
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a celle des radiations ionisantes, 4 l’effet de l’oxygéne en radiobiologie, 
a la biochimie des organismes irradiés, & la protection contre les rayon- 
nements et, en particulier, & la protection par les substances chi- 
miques, etc. Une derniére partie étudie les conséquences des deux 
bombardements atomiques d’Hiroshima et Nagasaki. La bibliographie 
comporte 960 références ; c’est assez dire le nombre et la variété des 
travaux qui sont passés en revue. Heels 


Jean Brisou. — Microbiologie du milieu marin. 1 vol., 271 p., Masson 
édit., Paris, 1955. Prix : 1 100 fr. 


L’auteur, médecin de la marine et professeur A diverses Ecoles de 
Médecine Navale, s’est livré depuis vingt-cing ans 4 l’étude des divers 
problémes posés par la microbiologie du milieu marin. Dans une 
premiére partie, il examine les caractéres de la flore microbienne de 
ce milieu, les différents cycles (carbone, azote, soufre, fer, phosphore) 
qui entretiennent cette vie, la question de la luminescence, les espéces 
bactériologiques des fonds marins et leurs rapports avec le probléme 
des pétroles, celles des plages, la bactériologie des coquillages et fruits 
de mer, et enfin les techniques d’étude microbiologique du milieu 
marin. La seconde partie est entitrement consacrée Aa une nouvelle 
classification des espeéces microbiologiques maritimes. Comme le souhaite 
Vauteur, ce livre sera un instrument de travail précieux pour tous ceux 
qu’intéresse la microbiologie du milieu marin ; ils y trouveront réunies 
toutes les données que, jusqu’ici, aucun traité d’ensemble ne présentait. 
Ii reste encore bien des problémes a résoudre et l’auteur les a lui-méme 
signalés, en espérant qu’ils serviront de point de départ 4 de nouvelles 
recherches. Teka “lhe 


Some physiological aspects and consequences of parasitism. 1 vol., 90 p., 
Rutgers University Press, New Brunswick, édit., 1955. Prix: 
2 dollars. 


Dans le cadre de son programme de recherches sur le métabolisme des 
protéines, le Bureau of Biological Research de la Rutgers University 
publie les conférences qui ont été faites au cours de l’année 1954. Elles 
sont au nombre de six, chacune d’elles comportant de nombreuses illus- 
trations et une bibliographie : Culture des parasites du paludisme, par 
L. A. Trager ; Le métabolisme protéique des parasites intracellulaires, 
par J. W. Moulder ; La physiologie de Vintestin et les rapports héte- 
parasite, par C. P. Read ; Les enzymes glycolytiques de « Schistosoma 
mansoni », par E. Bueding ; La formation des anticorps, par W. H. 
Taliaferro, et Les leishmaniases et le hamster, par L. A. Sie 

oe Ale 


La Progénése. — Travaur et Documents du Centre International de 
VEnfance. Tome VIII, publié sous la Direction du_professeur 
R. Turpin. 1 vol., 720 p., 56 fig., Masson édit., Paris, 1955. Prix : 
3 500 fr. 


L’étude de la progénése, c’est-a-dire « les conditions qui peuvent influer 
sur l’enfant avant sa conception », fait appel 4 de trés nombreuses disci- 
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plines : anthropologie, démographie, génétique, gamétologie, sociologie. 
Toutes les questions qui s’y rapportent sont traitées ici par des spécia- 
listes de différents pays. L’ouvrage est divisé en cing parties, consacrées 
aux mécanismes de Vhérédité, A l’évolution du patrimoine héréditaire 
au sein des populations, a l’étude du couple et de l’individu (réalisation 
du phénotype, action des facteurs externes sur la lignée gamétique, 
aptitude a la fécondation, etc.). La derniére traite des applications 
sociales de la progénése et des questions d’eugénisme. Ainsi l’ouvrage 
ne s’adresse pas seulement aux médecins, pédiatres ou accoucheurs, il 
sera aussi un instrument de travail trés utile pour les généticiens et les 
hygiénistes. jae vale 


F. Klose. — Impfschutz als Aufgabe und Férderung der 6ffentlichen 
Gesundheitspflege. 1 fascicule, 35 p., Georg Thieme Verlag, édit., 
Stuttgart, 1955. Prix : DM 3.— 


Il s’agit du second opuscule publié par les Services de Santé du 
Ministére de l’Intérieur de ]’Allemagne de !’Ouest. Hl passe rapidement 
en revue les différents types de vaccins: vaccins vivants atténués, 
vaccins tués, anatoxines, les divers moyens d’atténuation, les résultats 
obtenus (disparition de la variole), attitude des populations vis-a-vis 
de la vaccination, puis dit quelques mots des vaccinations les plus 
souvent pratiquées : contre la variole, la diphtérie (les résultats divers 
obtenus dans différents pays sont longuement discutés), la scarlatine, 
la rougeole, la fiévre typhoide (devenue inutile depuis l’avénement des 
antibiotiques), Ia tuberculose, le tétanos. Le fascicule présente égale- 
ment un bref résumé des conclusions du rapport de Francis sur 
l’expérience américaine en ce qui concerne la poliomyélite. Enfin 
l’auteur discute les vaccinations qui peuvent étre rendues obligatoires 
et celles qui doivent rester facultatives. Une bibliographie sommaire 
compléte le travail. 

da fepest Be 


M. Albeaux-Fernet. — Endocrinologie du médecin praticien. 1 vol., 
628 p., 146 fig., Masson édit., Paris, 1955. Prix : broché, 2 600 fr ; 
cartonné toile, 3 200 fr. 


Ce livre s’adresse au clinicien et fait le point des connaissances 
actuelles sur les problémes d’endocrinologie, dont le nombre et l’impor- 
tance me cessent de croitre. Aux maladies endocriniennes caractérisées 
par des modilications morphologiques, s’ajoutent maintenant bien 
d’autres affections : affections gynécologiques, perturbations fonction- 
nelles, manifestations pathologiques de l’enfance, troubles du carac- 
tere et du comportement, etc. L’ouvrage est divisé en trois parties : 
I. Anatomie, physiologie et exploration clinique du systéme endocri- 
nien ; II. Pathologie endocrinienne de l’enfance et des divers Ages de 
la vie ; IH. Emploi thérapeutique des hormones. On voit l’ampleur et 
la complexité des sujets traités. Des tableaux récapitulatifs, de nom- 
breuses figures et une table des constantes endocriniennes facilitent la 
lecture du texte. 


HAE: 
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E. L. Hazen et F. C. Reed. — Laboratory identification of pathogenic 
fungi simplified. 1 vol., 108 p., 22 pl., Ch. C. Thomas édit., 
Springfield, Ill., U.S. A., édit. Prix : $ 5,50. 


Ce petit livre est destiné aux bactériologistes qui désirent acquérir 
également des connaissances en mycologie. Il présente d’une facon 
extrémement claire les différentes espéces de champignons pathogénes 
(de l’Amérique du Nord seulement). I] est divisé en deux parties : 
Mycoses superficielles et Mycoses profondes. L’aspect macroscopique et 
microscopique de chaque espéce, ses caractéristiques culturales, les 
milieux sur lesquels elle cultive sont briévement décrits et une planche 
hors texte, comportant plusieurs figures, accompagne chacune de ces 
descriptions. Un Appendice donne la composition des différents milieux 
usuels et des références sont citées en fin d’ouvrage pour chacune des 
mycoses étudiées. 

ile dh 


P. Gazal. — La masse sanguine et sa pathologie. Troubles de la volémie 
et chocs. 1 vol., 327 p., 92 fig., 56 tabl. Masson et Ci*, édit., 1955. 
Prix : broché, 1 800 fr. ; cartonné toile, 2 400 fr. 


Cet important et excellent volume, de plus de 300 pages, a pour 
objet I’étude de la masse sanguine et des troubles dont elle est l’objet. 
L’ouvrage est divisé en 14 chapitres ot. sont réunis tous les rensei- 
gnements concernant les propriétés physiques et chimiques du sang : 
la densité, la viscosité, la stabilité, le volume du sang et de ses 
constituants, les variations de ce volume, les constituants protéiques 
et non proléiques du sang. Un important chapitre traite de l’hémo- 
dynamique, des conditions anatomo-physiologiques de la circulation, 
des pressions et débits circulatoires. Le diagnostic étiologique des 
modifications pathologiques de la masse sanguine est exposé avec clarté 
et précision. Sont successivement étudiés : les chocs potentiels ou 
chocs chroniques, les chocs neurogénes, toxiques, asphyxiques et 
cardiogénes, les conséquences des chocs hémorragiques et plasmor- 
ragiques, les chocs complexes, traumatiques, les chocs opératoires et 
obstétricaux. 

Le réanimateur peut donc, aprés avoir pris connaissance des données 
physio-pathologiques, faire le choix des moyens thérapeutiques qu’il 
doit mettre en ceuvre suivant qu’il se trouve en présence d’une volémie 
avec ou sans choc ou d’un choc isolé. 

L’ouvrage se termine par quelques aphorismes sur la masse sanguine 
et sa pathologie, un index alphabétique des auteurs et des sujets 


traités. 
AE. 


Henrique Furtado Portugal. — Educagao sanitdria e a mulher, 16 p. 
Imprensa Oficial, Belo Horizonte, 1954. \ 


TABLE ALPHABETIQUE PAR NOMS D'AUTEURS 


DU TOME 89 


Notice nécroloegique. 


+- Joan Wirtn (1914-1954) 


AcHarp (M.-L.). — Voir SricnEuRIN (R.). 

Aurx (D.). — Voir DrEssorpEs (J.). 

Anpr& (J.). — Voir Fiocn (H.). 

ATanasiu (P.), Epremes (T.) et Basser (J.). — Données nouvelles 
sur l’hémolysine du virus de Newcastle. Action des hautes 
pressions 

Auprin (J.). — Voir ieee r). 

AueierR (J.). — Voir Laverene (D.). 

Batpuccr (D.) et Feticr (A.). — Contribution au sa sees expéri- 
mental de la fiévre boutonneuse . : 

Bargac (H. de) et Pocuon (J.). — Appréciation de hw micr ie ate 
rique anaérobie active sur le soufre organique . SA 

Barsxi (G.) et Lamy (M.). — Etude en cultures cellulaires du virus 
encéphalomyélitique Mengo 

— Messore (G.) et L&pine (P.). — L’ ec ote pepionéal artificiel, 
source de cellules pour la culture des virus in vitro . 

— Lamy (M.) et L&pine (P.). — Culture de cellules trypsinées 
de lapin et leur application 4 l’étude des virus du groupe 
herpétique ; 

Basser (J.). — Voir Reaene (P.). 


Bazin (S.). — Voir Drtaunay (A.). 

Bécurn (S.). — Voir Detaporte (B.). 

Bénacesnar (B.), HaLpern (B.-N.), Srirren (C.), Crucwaup (S.) et 
Brozzi (G.). — Phagocytose d’une fraction du sérum chauffé 


et iodé par le S. R. HE. et comportement consécutif de ses 
cellules A l’égard d’autres colloides 


Béguienon (R.) et Vianar (Ch.). — Les vaccinations antirabiques 
a l'Institut Pasteur, en 1954 . 


Bertranp (L.) et Roux (J.). — Isolement d’une Shean ie ie Coxielie 
. burneti & Voccasion d’une rechute de fiévre Q humaine . 


672 


523 


601 


194 


131 


TABLE ALPHABETIQUE PAR NOMS D’AUTEURS 


Besson (A.), DrsporpEes (J.), Rosenstock (O.), PELLETIER Ua Cu 


Guyotseannin (Ch.). — Contribution a l'étude bactériolo- 
gique de l’air & Paris. I . 4 

Bsumer (J.) et Beumer-Jocumans (M.-P.). — Teapots o Vhote 
bactérien pour les besoins en calcium d’un bactériophage. 

Beumer-Jocumans (M.-P.). — Voir Brumer (J.). 

Brozzi (G.). — Voir Bénacerrar (B.). 


Boquer (P.) et Izanp (Y.). — Modifications de la formule leucocytaire 
au cours de l’intoxication expérimentale par l’antigéne O 
du bacille typhique . eee Vtg aa Sadees Woe JA 

Boyer (F.) et Caapperr (Y). — Etude comparée de l’action du 
chloramphénicol et de l’association pénicilline-streptomy- 
cine sur linfection expérimentale de la souris avec 
S. enteritidis . 


Bruyet (P.), DeLtaunay (A.) et Benen (Ch.). ~- ee Srigpenient ae 
macrophages en phosphomonoestérases. 
Bryeoo (E.-R.) et CourpuriER (J.). — Action in vitro = Bante 


tiques sur 101 souches malgaches de Pasteurella pestis . 
—  — Comportement des souches malgaches de Pasteurella pestis 
a Végard du rhamnose . es 
— — Comportement des levures du genre Omnia en Wan fence 
de diverses substances colorantes . 

Burow (J.-C.). — Voir Laverene (E. de). 

Caste,Lani (A.). — Action phagocytaire et destructrice de Hartma- 
nella castellanii (Amoeba castellanii) sur un champignon 
levuriforme encapsulé pathogéne, aii se ate 
(Cryptococcus neoformans) 

— Note préliminaire sur un nouveau microcoque cor a’ une 
dermatite axillaire superficielle tropicale . 

CHABBERT (Y.). — Etudes in vitro sur la spiramycine. Activité, 

résistance, antibiogramme, concentrations humorales . 
— Voir Boyer (F.). 


CuHALLuT (F.). — Voir Sonier (R.). 

CuaAMBON (L.). — Isolement du bacille de Whitmore a partir du 
milieu extérieur . , 

CHuaARDONNET (Y). — Voir Sourer (R.). 

Cuaussinanp (R.) et Vretre (M.). — Etude de la coloration des 
bacilles acido-alcoolo-résistants par le Noir Soudan . 

CuristoL (D.). — Voir GastineL (P.). 


CourpuRiER (J). — Voir Brycoo (E. R.). 

Courtois (G.), Srcrerain (G.), Marriar (F.) et Levapitr (J.-C.). 
— Mycose cutanée a4 corps levuriformes observée chez des 
singes africains en captivité . 

Croissant (O.), Lire (P.) et Wycxorr (R.-W. ae 
sur |’ultrastructure des corps de Negri examinés au micros- 
cope électronique 
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688 


692 
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— — Voir Léprne (P.). 
— Voir Vaco (C.). 

Crucnaup (S.). — Voir Bénacernar (B.). 

Detaporte (B.) et Bécuin (S.). — Etude d’une souche de Bacillus, 
pathogéne pour certains insectes, identifiable 4 B. thurin- 
giensis Berliner : : 

Dexaunay (A.), Hénon (M.), PELLETIER M.) et Bazin 8.) ). —L sate 
tinalion des grains d’amidon par différents sérums. Nature 
du phénoméne 

— Voir Bruyer (P.). 
— Voir Voisin (G.). 

Detcour (G.). — Voir Oy (E. van). 

Dessorpgs (J.), Fournter (E.) et Atrx (D.). — Action des substances 
colorantes sur les Mycobactéries. V. Influence de l’agitation 
sur la fixation des colorants . 

— Voir Brsson (A.). 

Domercg (S.). — Voir Preynaup (E.). 

Drouner (E.). — Voir SEGRETAIN (G.). 

Drouuer (V.). — Etude comparative de la sensibilité des cultures 
de tissu rénal de Cercopithecus aethiops sabaeus et de 
Macacus philippinensis aux virus poliomyélitiques . 


Ducuon (L.). — Du roéle des plaquettes et des hémoconies dans la 
défense antimicrobienne 

Epipwes (T.). — Voir Aranasiu (P.). 

Eyguem (A.), Samr-Paun (M.) et Macnin (J.). — Contribution a 


l’étude des phytoagglutinines et de leur rdéle au cours des 
syndromes hémolytiques expérimentaux 
— Voir Fine (J.). 
— Voir PopriacHouK (L.). 
Fauconnier (B.). — Développement du virus grippal et pH du liquide 
allantoique de l’ceuf embryonné. IV. Action des substances 


acides ‘ 

Faure (M.). — Voir Pic, (R). 

Feuicr (A.). — Voir Baxpuccar (D.). 

Fing (J.) et Eyquem (A.). — Les substances de groupes sanguins 
A et B. Evaluation de leur activité immunologique . 

Frocn (H.) et Anpri (J.). — Présence de H. capsulatum dans le sol 
guyanais F 

Fourntpr (E.). — Voir Dearne (1.). 

Gattur (J.). — Contribution A l’étude de la toxine cholérique. 


Influence de la température d’incubation sur le pouvoir 
toxigéne in vitro de V. cholerae (Inaba) . son 

Gastinen (P.) et Carrsron (D.). — Contribution a l’étude de |’ atterete 
dans la tuberculose expérimentale du cobaye, avec étude 
histologique du phénoméne de Koch . 


632 


675 


470 


666 


696 


60 


101 


242 


481 
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GAUTHERIE (J.). — Voir Hincars (H.). 
Grorrroy (M.). — Voir Gumtaumie (M.). 
Girmarp (G.). — Comportement in vivo et in vitro de P. tularensis 


isolée au cours de ]’évolution de la tularémie chez des hétes 
diversement réceptifs’ . 

Grroine (M.). — Voir Prévor (A.-R.). 

GueyE (M.), Sanpor (G.) et Levapiri (J.). — Etude humorale de la 
maladie sérique expérimentale du lapin . 

Gorrnem (R. Van). — Voir Oyr (E. Van). 

Grasser (E.). — Observations comparées sur la production in vivo 
et in vitro de formes L de Proteus vulgaris et Klebsiella 


pneumoniae sous influence d’anticorps spécifiques . 
GuiLLaumiE (M.), KREGUER (A.) et Grorrroy (M.). — Comparaison 
de différentes préparations de toxines perfringens A . 
GuUYOTJEANNIN (Ch.). — Voir Besson (A.). 
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